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Einleitung

1 Einleitung

Die Heilwirkung der Artischocke ist bereits seit dem Altertum bekannt. Sie wird von
den Menschen schon viele Jahrhunderte traditionell zur Behandlung von
Verdauungsproblemen, die auf Stérungen im Leber- und Gallensystem beruhen,
eingesetzt. Da die traditionelle Anwendung einer modernen, wissenschaftlich
orientierten Therapieform als Wirksamkeitsbeweis jedoch nicht mehr genulgt, wurden
in den letzten Jahren verschiedene klinische Studien durchgefihrt, in denen die
Wirksamkeit von artischockenhaltigen Praparaten bestatigt werden konnte. Neuere
experimentelle Untersuchungen in in-vitro Assays identifizierten zusatzlich diverse
unabhangige Wirkungen von Artischockenblatter-Extrakt oder daraus isolierten
Einzelkomponenten.

Daten aus der Wirkungsforschung durfen aber nur dann zur Wirksamkeitsbewertung
herangezogen werden, wenn die in-vitro getesteten genuinen Substanzen
unverandert am Wirkort verfligbar sind. Im Fall von Artischockenblatter-Extrakt ist
allerdings noch weitgehend unbekannt, welche Substanzen nach oraler Applikation
bioverfugbar sind und somit fur die beobachtete Wirksamkeit im Korper
verantwortlich sein koénnen. Untersuchungen zur Resorption, Verteilung und
Metabolismus von genuinen Extraktinhaltsstoffen sind daher grundlegende
Vorraussetzung fur die Extrapolation von in-vitro Wirkungen auf Wirksamkeiten in-
vivo und richtungsweisend fur den Wirksamkeitsbeleg von artischockenhaltigen

Praparaten.

1.1 Artischocke als Arzneipflanze

Bereits im 4. Jahrhundert v. Chr. war die Artischocke als Heilmittel verbreitet. Von
Aristoteles-Schiler Theophrast (371 bis 287 v. Chr.) stammt eine der ersten
ausfuhrlichen Beschreibungen der Pflanze. Als sogenannte ,Speise der Reichen®
wurde sie vor allem bei fettreichen Mahlzeiten zur Unterstitzung der Verdauung
angepriesen. Der niederlandische Botaniker Rembert Dodoens (1516-1585) lieferte
einen ersten entscheidenden Hinweis auf die Heilkraft der Artischocke, indem er ihr
einen Einfluss auf die Gallebildung zuschrieb (Mayr et al. 1965; Ernst 1995). Heute
finden artischockenhaltige Praparate eine weit verbreitete Anwendung in der

Therapie funktioneller dyspeptischer Beschwerden. Nach neueren Erkenntnissen
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sind auch lipidsenkende, antioxidative und hepatoprotektive Wirkungen bekannt, was
den Anwendungsbereich der Artischocke in Zukunft noch vergroflern durfte
(Wegener et al. 1999).

Die zu Arzneizwecken angebaute Artischocke ist eine reine Kulturpflanze. Die Blatter
liefern das pflanzliche Ausgangsmaterial zur Arzneimittelherstellung. Verwendet
werden Presssafte aus frischen Blattern sowie wassrige und wassrig/alkoholische
Extrakte (Primarextrakte) aus frischen und getrockneten Blattern.

Im Jahr 1988 wurde eine erste Monographie zu Cynarae folium (Artischockenblatter)
von der Kommission E des ehemaligen Bundesgesundheitsamts im Bundesanzeiger

veroffentlicht, die momentan in der Fassung von 1990 vorliegt.

1.1.1 Botanik

Die bislang als Cynara scolymus bekannte Artischocke wird nach der botanisch-
taxonomischen Revision der Gattung Cynara mittlerweile korrekt als
Cynara cardunculus L. subsp. flavescens WIKL. bezeichnet. Nach dieser Revision
werden die beiden wirtschaftlich interessanten Formen der Artischocke, die
Artischocke - bisher Cynara scolymus - und die Kardone - bisher Cynara cardunculus
- in der neuen Unterart Cynara cardunculus subspecies flavescens vereint (Wiklund
1992).

Die Artischocke gehort zur Familie der KorbblUtler (Asteraceae). Sie wird bis zu 2 m
hoch und sieht den Disteln ahnlich. Die Laubblatter sind meist ein- bis zweifach
fiederspaltig und an der Unterseite filzig behaart. Die Hdullkelchblatter sind am
Grunde wie der Blutenboden fleischig. Das Blutenkérbchen hat einen Durchmesser
von etwa 12-15cm. Die Farbe der Kronblatter ist blau, lila oder weildlich.

Anbaugebiete sind Italien, Spanien, Frankreich, Rumanien und Florida (Brand 1990).
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Abb. 1.1 Artischocke (Foto Kruse).

1.1.2 Inhaltsstoffe, Droge und Extrakte

Als Inhaltsstoffe der arzneilich genutzten Laubblatter der Artischocke, Cynarae

folium, sind hauptsachlich drei Substanzklassen beschrieben (Brand 1992):

Caffeoylchinasauren
vor  allem 3-O-Monocaffeoylchinasaure (Chlorogensaure), 1,5-0O-
Dicaffeoylchinasaure, sehr wenig 1,3-O-Dicaffeoylchinasdure (Cynarin) und

weitere Caffeoylchinasaure Derivate.

Flavonoide vom Flavontyp
darunter die Luteolinglycoside Cynarosid (Luteolin-7-O-glucosid), Scolymosid
(Luteolin-7-O-rutinosid) und  Cynarotriosid  (Luteolin-7-O-rutinosyl-4’-O-

glucosid).

Sesquiterpenlactone vom Guajanolidtyp
darunter Cynaropikrin als Hauptkomponente, Dehydrocynaropikrin und

Grosheimin.
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Caffeoylchinasaureester

OH

Chinasaure Kaffeesaure

Flavonoide

Chlorogensaure:
R;=R;=H

R, = Kaffeeséaure

Cynarin:
R,=H

R; = R, = Kaffeeséure

Scolymosid:

R = Rutinosyl

Cynarosid:

R = Glucosyl

Cynaropikrin

Abb. 1.2 Inhaltsstoffe aus Artischockenblattern, Cynarae folium.
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Die Herstellung der Extrakte erfolgt meist durch erschopfende Extraktion der frischen
oder getrockneten Blatter mit Wasser bei etwa 80°C. Dabei werden fiur einen Teil
Extrakt 3-8 Teile getrocknete Blatter, bzw. 20-40 Teile frische Blatter eingesetzt. Die
Bedingungen sowohl der Trocknung als auch der Extraktion haben entscheidenden
Einfluss auf die Gehalte an Caffeoylchinasauren und Flavonoiden. Allein wegen der
Trocknung kénnen aufgrund des hohen Saftgehalts der Blatter selbst unter
schonenden Bedingungen mehr als 40 % der in frischen Blattern nachweisbaren
Komponenten verloren gehen (Brand 1997). Aus diesem Grund ist in der
Monographie der Kommission E die Verwendung des frischen Blattmaterials
ausdrucklich zugelassen.

Bei der Extraktion mit heilem Wasser gehen die Flavonoide ohne wesentliche
Veranderung der Zusammensetzung in den Extrakt Uber. Anders die Ubrigen
Inhaltsstoffe: Bei den Caffeoylchinasduren kommt es aufgrund der hohen
Temperaturen zu Umesterungen der genuinen 1,5-O-Dicaffeoylchinasaure. Neben
anderen Isomeren entsteht Uberwiegend 1,3-O-Dicaffeoylchinasaure (Cynarin). Die
genuinen Sesquiterpenlactone sind aufgrund ihrer exocyclischen Methylengruppe
aulBerst chemo- und thermolabil und daher im wassrigen Extrakt kaum noch
enthalten (Wagenbreth et al. 1996; Brand 1997).

Alkoholische Extrakte enthalten neben den Flavonglycosiden auch die bitteren
Sesquiterpenlactone. Zudem kommt es wahrend der Extraktion mit Alkohol nicht zu
Umesterungsprozessen, so dass in alkoholischen Extrakten tGberwiegend die in den
frischen Blattern vorkommenden Chlorogensaure und 1,5-O-Dicaffeoylchinasaure

enthalten sind und nur wenig Cynarin (Brand et al. 1991).

1.1.3 Caffeoylchinasaure- und Flavonoid-Gehalt in Droge und Extrakt

Die am haufigsten in arzneilichen Zubereitungen enthaltenen primaren wassrigen
Extrakte aus Artischockenblattern kdénnen einen Caffeoylchinasaure-Gehalt von
maximal 11 % aufweisen. Dabei entfallen 55-75 % auf Monocaffeoylchinasauren und
25-45 % auf Dicaffeoylchinasauren. Der Flavonoid-Gehalt wassriger Primarextrakte
kann bis zu 2,5 % betragen. Diese Werte sind stark von den Gehalten in der
Ausgangsdroge abhangig. Hochwertige Artischockendroge kann je nach Sorte
Herkunft, Erntezeit, Anbau, Trocknungs- und Lagerbedingungen 1-7 %

Caffeoylchinasauren und 0,2-1,2%  Flavonoide enthalten, wobei die

10
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Monocaffeoylchinasduren einen Anteil von 40-60 % am Caffeoylchinasaure-
Gesamtgehalt ausmachen (Daten Lichtwer Pharma AG).

Durch Extraktion des wassrigen Gesamtextrakts mit Auszugsmitteln wie
aliphatischen  Alkoholen oder Carbonsaureestern kann dieser in zwei
Extraktfraktionen aufgetrennt werden. Die dabei aus der organischen Phase
gewonnene Extraktfraktion (Spezialextrakt) zeichnet sich durch die Abreicherung an
Monocaffeoylchinasauren und die gleichzeitige Anreicherung an
Dicaffeoylchinasauren und Flavonoiden aus. In pharmakologischen in-vitro Tests
zeigte sich, dass die veranderte Zusammensetzung des Spezialextrakts eine
deutliche Auswirkung auf das Wirkprofil hat. Die pharmakologischen Wirkungen des
Spezialextrakts lagen in Testmodellen zur Dyspepsie, zur Hemmung der
Cholesterinbiosynthese und zur oxidativen Kapazitat deutlich Uber denen des

wassrigen Gesamtextrakts (Patentanmeldung DE 10138929; Lichtwer Pharma AG).

1.1.4 Antidyspeptische Wirkung

Hauptindikationsgebiet fur artischockenhaltige Praparate sind dyspeptische
Beschwerden wie Vollegefiihl, Ubelkeit und Oberbauchdruck, die durch funktionelle
Storungen der Gallensekretion verursacht werden. Die Steigerung der
Gallensekretion gilt heute als ein wesentliches Wirkprinzip in der Behandlung der o.g.
Beschwerden (Ritter 1988). Artischockenblatter-Extrakt zeigte bereits in mehreren
experimentellen und klinischen Studien eine choleretische Wirkung. Dabei blieb die
Funktion der Gallenblase unbeeinflusst, so dass Artischockenblatter-Extrakt als
echtes Choleretikum und nicht als Cholekinetikum anzusehen ist.

An Rattenleberzellkulturen wurde nach Zugabe von wassrigem Artischockenblatter-
Extrakt ein deutlicher Anstieg gallepflichtiger Substanzen beobachtet.
Elektronenmikroskopisch konnte au3erdem eine Anhaufung perikanalikularer Vesikel
sichtbar gemacht werden, was auf einen erhohten Stoffwechsel hindeutet. Eine
durch Lithocholsaure induzierte Cholestase wurde durch vorherige Inkubation mit
wassrigem Artischockenblatter-Extrakt gehemmt (Gebhardt 2001; Gebhardt 2002b).
An isolierter Rattenleber erhdhte ein Presssaft aus den Blattern und Blutenknospen
der Artischocke den Gallenfluss signifikant. Der choleretische Effekt war dabei
dosisabhangig (Matuschowski et al. 1996). Neben den in-vitro Experimenten wurde

an Ratten auch nach oraler Applikation von wassrigem Artischockenblatter-Extrakt

11
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ein deutlicher Anstieg der Gallensaurekonzentrationen beobachtet (Saenz Rodriguez
et al. 2002).

Diese Befunde unterstitzen die Ergebnisse aus klinischen Studien. In einer
plazebokontrollierten, doppelblinden  Cross-over-Studie = wurde  wassriger
Artischockenblatter-Extrakt in einer Einmaldosis von 1,9g an 20 gesunden
mannlichen Probanden intraduodenal appliziert und mittels Duodenalsonde die
Gallesekretion gemessen. Es konnte eine signifikante Steigerung der Cholerese
bestimmt werden, die 30-90 min nach Applikation ihr Maximum erreichte (Kirchhoff et
al. 1994). In zwei unkontrollierten klinischen Studien an 533 bzw. 203 Patienten Uber
sechs Wochen bzw. sechs Monate linderte wassriger Artischockenblatter-Extrakt in
einer Tagesdosis von jeweils 1,5 g zum Teil bereits lang anhaltenden dyspeptischen
Beschwerden (Fintelmann 1996; Fintelmann et al. 1998). In einer neueren Studie an
516 Patienten wurden nach Applikation von 320 bzw. 640 mg wassrigem
Artischockenblatter-Extrakt neben der Reduzierung von dyspeptischen Beschwerden
auch eine grundsatzliche Verbesserung der Lebensqualitat beschrieben (Marakis et
al. 2002). Zusatzlich zeigte wassriger Artischockenblatter-Extrakt in einer weiteren
unkontrollierten Studie nach 6-woéchiger Behandlung eine Verbesserung in der
Symptomatik des nervosen Reizmagens (Walker et al. 2001).

Die Ergebnisse frlUherer Untersuchungen schrieben die choleretische Wirkung von
Artischockenblatter-Extrakt  vor allen Dingen den  Substanzen Cynarin,
Chlorogensaure und Kaffeesaure zu (Perziosi et al. 1960; Czok et al. 1961; Czok et
al. 1973). In neueren Bestimmungen an Rattenleberzellkulturen wurden
choleretische bzw. anticholestatische Effekte hingegen besonders fur Luteolin und in
geringerem Ausmafl fir Luteolin-7-O-glucosid beobachtet. Cynarin  und

Chlorogensaure zeigten hier kaum eine Wirkung (Gebhardt 2001).

1.1.5 Lipidsenkende und antiatherosklerotische Wirkung

Zu den Risikofaktoren der Atherosklerose-Entstehung gehoéren insbesondere
Hypercholesterinamie und Hyperlipidamie. Als Ausloser der Atherosklerose wird die
oxidative Modifizierung von LDL-Cholesterin angesehen (Klatt et al. 1996). Wichtige
Malnahmen zur Pravention der Atherosklerose stellen daher sowohl die Senkung
des Serumcholesterin- und Serumlipidspiegels als auch die Hemmung der Oxidation

von LDL-Cholesterin dar. Verschiedene Ergebnisse aus in-vitro Untersuchungen und
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klinischen Studien geben Hinweise auf eine lipidsenkende, antioxidative und damit
auch praventiv-atherosklerotische Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt.

Mittels Einbau von '*C-markiertem Acetat in die Sterol-Fraktion der Zellen wurde an
Primarkulturen  von  Rattenhepatozyten nach Zugabe von  wassrigem
Artischockenblatter-Extrakt eine konzentrationsabhangige reversible Hemmung der
Cholesterinbiosynthese beobachtet. Da der Austausch von C-markiertem Acetat
durch C-markiertes Mevalonat keinen Hemmeffekt zur Folge hatte, musste der
biochemische Wirkort des Artischockenblatter-Extrakts auf der Stufe der
Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktase liegen. Es konnte jedoch keine direkte
Hemmung des Enzyms nachgewiesen werden. Vermutet wird daher eine indirekte
Aktivierung von Hemmmechanismen oder die Inhibition aktivierender Mechanismen
(Gebhardt 1998). In entsprechenden Experimenten an menschlichen HepG2 Zellen
zeigte der Extrakt deutlich schwachere Hemmwirkungen (Gebhardt 2002a).

Die Hemmwirkung auf die Cholesterinbiosynthese in-vitro korrespondiert mit den
Resultaten verschiedener klinischer Studien. In einer kontrollierten doppelblinden
Vergleichsstudie mit 44 gesunden Probanden flhrte die tagliche Applikation von
1,9 g wassrigem Artischockenblatter-Extrakt nach einer Therapiedauer von 12
Wochen zu einer Senkung des Gesamtcholesterins und der Triglyzeride, deren
Signifikanz mit der Hohe der Ausgangswerte zunahm (Petrowicz et al. 1997). Eine
weitere Doppelblindstudie an 143 Patienten mit erhdohten Cholesterinspiegeln zeigte
nach einer 6-wdchigen Behandlung mit wassrigem Artischockenblatter-Extrakt
(Tagesdosis 1,8 g) eine signifikante Abnahme des Gesamt- und des LDL-
Cholesterins (Englisch et al. 2000). Zusatzlich existieren zahlreiche unkontrollierte
Studien, die auf eine cholesterinsenkende Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt
hindeuten. Eine von Pittler et al. durchgeflihrte Metaanalyse kam jedoch zu dem
Ergebnis, dass die Datenlage aller Studien zur Behandlung von
Hypercholesterinamie mit Artischockenblatter-Extrakt unzureichend ist und daher fur
einen grundlegenden Wirksamkeitsbeweis nicht ausreicht (Pittler et al. 2002). So
wurden in den meisten Studien gerade bei Ubergewichtigen Teilnehmern
Nahrungsaufnahme und Diat nicht konsequent kontrolliert.

Wahrend fruher davon ausgegangen wurde, dass Cynarin fur die lipidsenkende
Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt verantwortlich ist (Frohlich et al. 1973),
widerlegen neuere Untersuchungen dieses. Ein Test der Einzelsubstanzen in

kultivierten Rattenhepatozyten ergab hauptsachlich fur Luteolin und nur in
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geringerem  Ausmall  fur  Luteolin-7-O-glucosid eine  Hemmung  der
Cholesterinbiosynthese. Chlorogensaure war erheblich weniger wirksam, und fur
Cynarin und Kaffeesdure wurde gar keine signifikante Hemmwirkung festgestellt
(Gebhardt 1998). Da sich Luteolin-7-O-glucosid in HepG2 Zellen, die im Gegensatz
zu Rattenhepatozyten keine endogene R-Glucosidase enthalten, erst nach
Vorbehandlung mit [R-Glucosidase als wirksam erwies, kommt nach diesen
Untersuchungen insbesondere das Luteolin als Wirksubstanz in Frage (Gebhardt
2002a). Auch fur die in methanolischen Artischockenblatter-Extrakten enthaltenen
und bislang nur wenig beachteten Sesquiterpenlactone wurde inzwischen eine
lipidsenkende Wirkung beobachtet. In mit Olivendl gefutterten Mausen flhrten sie zu
einer Unterdrickung des Serumtriglyzeridspiegels (Shimoda et al. 2003).

Eine weitere Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt, die zur Pravention der
Atherosklerose beitragen koénnte, ist die in-vitro nachgewiesene Hemmung der
Oxidation von LDL-Cholesterin. Im Modell einer Kupferionen induzierten LDL-
Oxidation bewirkte wassriger Artischockenblatter-Extrakt eine ausgepragte direkt
konzentrationsabhangige Hemmung der Lipidperoxidation unter gleichzeitiger
Einsparung von endogenem (RRR)-a-Tocopherol. Die Hemmung des
Gesamtextrakts war dabei im Vergleich zu den Einzelkomponenten Luteolin und
Luteolin-7-O-glucosid deutlich hoher (Brown et al. 1998). Ebenfalls im Modell der
Kupferionen induzierten LDL-Oxidation hemmten die Extraktinhaltsstoffe
Chlorogensaure und Kaffeesaure die Lipidperoxidation (Nardini et al. 1995;
Yamanaka et al. 1997).

1.1.6 Hepatoprotektive Wirkung

Der Leber kommen im Intermediarstoffwechsel des Korpers wichtige metabolische
Funktionen zu. Dabei kdnnen neben endo- und exogenen Stoffwechselprodukten
auch reaktive und zellschadigende Zwischenprodukte entstehen. Ergebnisse aus in-
vitro Untersuchungen deuten darauf hin, dass Artischockenblatter-Extrakt in der Lage
ist, durch Intoxikationen hergerufene Beeintrachtigungen der Leber zu mindern.
Dabei wird von einem antioxidativen Mechanismus der hepatoprotektiven Wirkung
ausgegangen.

An Primarkulturen von Rattenhepatozyten konnten nach Zugabe von wassrigem

Artischockenblatter-Extrakt sowohl durch Tetrachlorkohlenstoff (CCls) hervorgerufene
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radikalische Schadigungen zellularer Kompartimente als auch durch tertiar
Butylhydroperoxid induzierte Lipidoxidation und Zytotoxizitat signifikant gehemmt
werden. Beobachtet wurde zusatzlich eine Stabilisierung der intrazellularen
Glutathion-Konzentrationen (Gebhardt 1995; Gebhardt 1997). Entsprechende
Ergebnisse konnten in oxidativ gestressten humanen Leukozyten (Stress induziert
durch Wasserstoffperoxid u. Phorbolester) und kultivierten Endothelzellen und
Monozyten (Stress induziert durch Enzindungsmediatoren) erhalten werden (Perez-
Garcia et al. 2000; Zapolska-Downar et al. 2002). Auch in-vivo verbesserte ein
wassriger Extrakt aus Artischocke, der vor der CCls-Intoxikation an Ratten oral
verabreicht wurde, die Leberfunktion gemessen an den Transaminasen sowie
Gluthation und Bilirubin (Adzet et al. 1987a).

Klinische Daten zur hepatoprotektiven Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt gibt
es bislang nur sehr wenig. In einer placebokontrollierten, randomisierten
doppelblinden Studie wurden 29 Malariapatienten begleitend zur Basistherapie mit
Chinin Uber 7 Tage mit einem wassrigen Extrakt aus frischen Artischocken
behandelt. Es zeigte sich eine Verbesserung der klinischen Anfallssymptome
(Bauchschmerzen, Krampfe, Ubelkeit, Erbrechen). Die Autoren interpretierten dies
als eine hepatoprotektive und leberfunktionsfordernde Wirkung des Extrakts (Wone
et al. 1986).

Die hepatoprotektive Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt beruht vermutlich auf
den antioxidativen Eigenschaften mehrerer Extraktinhaltsstoffe. In den CCls-Modellen
riefen zwar nur die Inhaltsstoffe Cynarin und Kaffeesaure Effekte hervor (Adzet et al.
1987b), in den Modellen mit tertiar Butylhydroperoxid waren aber auch
Chlorogensaure, Luteolin-7-O-glucosid und Luteolin wirksam. Insgesamt uberstieg
die Wirkung des Gesamtextrakts in den Testsystemen die der isolierten
Einzelkomponenten (Gebhardt et al. 1997; Gebhardt et al. 1999).

1.1.7 Vertraglichkeit

In allen bislang durchgefuhrten Studien wurde Artischockenblatter-Extrakt als sehr
gut vertraglich bezeichnet. Selten traten milde unerwlnschte Arzneimittelwirkungen
wie Blahungen, Schwache- und Hungergefuhl auf. Wechselwirkungen mit anderen
Arzneimitteln sind nicht bekannt. Beachtet werden sollten Allergien auf Korbblttler

(Asteraceae), obwonhl allergische Reaktionen nur bei Frischpflanzen nach Kontakt mit
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der Haut und nicht nach oraler Applikation von Extrakten auftraten (Meding 1983).
Zuruckzufihren sind diese vermutlich auf die in frischem Pflanzenmaterial
enthaltenen Sesquiterpenlactone. Die Monographie der Kommission E zu
Artischockenblattern nennt als Gegenanzeigen ,Bekannte Allergien gegen
Artischocken und andere Korbblutler; Verschluss der Gallenwege. Bei
Gallensteinleiden nur nach Ricksprache mit dem Arzt anzuwenden.”. Die gute
Vertraglichkeit und die sehr geringen Nebenwirkungsrate belegen insgesamt eine

hohe Arzneimittelsicherheit von Artischockenblatter-Extrakt.

1.2 Bioverfugbarkeit, Resorption und Metabolismus

Das Ausmall der Bioverfigbarkeit und der Metabolismus der als wirksam
angesehenen Inhaltsstoffe aus Artischockenblatter-Extrakt (Caffeoylchinasauren,
Luteolin-7-O-glucosid) wurde bislang nur wenig untersucht. Es existiert nur eine
Studie zur Bioverflgbarkeit des gesamten Extrakts im Menschen. Alle anderen
Studien beschaftigten sich in in-vitro und in-vivo Untersuchungen Uberwiegend mit
der Bioverfugbarkeit und dem Metabolismus einzelner isolierter Extraktinhaltsstoffe.
Das bereits vorhandene Erkenntnismaterial wird im Folgenden getrennt nach

Caffeoylchinasauren und Luteolin-7-O-gucosid betrachtet.

1.2.1 Untersuchungen zur Bioverfuigbarkeit von Caffeoylchinasauren

Studien zur Bioverflugbarkeit von Caffeoylchinasduren wurden sowohl an der Ratte
als auch am Menschen durchgefuhrt. Der Uberwiegende Teil dieser Arbeiten
beschaftigte sich dabei mit der Bioverfugbarkeit von 3-O-Monocaffeoylchinasaure
(Chlorogensaure). Eine Ubersicht (ber die Studien und den bisherigen
Kenntnisstand liefert Tab. 1.1.

Nach oraler Applikation von 50 mgkg™ Chlorogenséure an Ratten ergab die Analyse
des Urins weder vor noch nach R-Glucuronidase-Behandlung den Nachweis von
freier oder konjugierter Chlorogensaure (Choudhury et al. 1999). In einem weiteren
Experiment erhielten Ratten 247 mg’kg” Chlorogenséure oral appliziert. Auch hier
kam Chlorogensaure weder frei noch konjugiert im Plasma vor. Nach R&-
Glucuronidase- bzw. Sulfatase-Behandlung konnten in den Proben jedoch

Kaffeesaure und Ferulasaure (3’-Methylkaffeesaure) bestimmt werden. Maximale
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Konzentrationen wurden flr beide Substanzen nach 0,5-1 h erreicht (Azuma et al.
2000). Diese Ergebnisse werden durch in-vitro Versuche mit Rattendinndarm
unterstutzt. Nach Perfusion mit Chlorogensaure wurden nur 0,1 % (Jejunum) und
0,3 % (lleum) der Dosis im Resorbat wiedergefunden (Spencer et al. 1999).
Entsprechend der Untersuchungen an der Ratte waren Caffeoylchinasauren auch in
den meisten Humanstudien nicht als intaktes Molekul systemisch verfligbar. Booth et
al. fuhrten die ersten Untersuchungen zur Bioverfugbarkeit von Chlorogensaure bzw.
Kaffeesaure am Menschen durch. Dabei konnten Kaffeesaure, Dihydrokaffeesaure,
Dihydroferulasaure, m-Cumarsaure und verschiedene Substanzen mit Cs-Cs-
Grundkérper (m-Hydroxyhippursaure, Vanillinsaure) als renale Metabolite bestimmt
werden (Booth et al. 1957). Mehrere Studien bestatigen inzwischen diese ersten von
Booth et al. gewonnen Erkenntnisse. Allerdings ist das beschriebene Spektrum der
Metaboliten in den Studien zumeist sehr uneinheitlich, was sich vermutlich auf
unterschiedliche Analysenmethoden und verschiedene Dosen bzw.
Studienmedikationen zurlUckfuhren lasst. So war nach der Applikation von Fruchten
(160 g Tomaten bzw. 120g getrockneten Aprikosen) zwar ebenfalls keine
Chlorogensaure im Urin nachweisbar, nach [3-Glucuronidase-Behandlung wurde
Kaffeesaure jedoch als einziger Metabolit detektiert (Bourne et al. 1998). In einer
Studie zur Bioverfugbarkeit von Artischockenblatter-Extrakt konnten Rechner et al.
nach der Applikation von 9 Kapseln Hepar-SL® forte hingegen Ferulasaure,
Isoferulasaure, Vanillinsdure und Dihydroferulasaure im Urin bestimmen. Auler
Dihydroferulasaure lagen die Substanzen Uberwiegen als Phase-llI-Konjugate vor.
Die hochsten Urinspiegel wurde fur Ferulasaure-, Isoferulasaure- und Vanillinsaure-
Konjugate 1-3 h und fur Dihydroferulasaure erst 8-12 h nach Applikation der ersten
Kapsel erreicht. Genuine Kaffeesaurederivate aus dem Extrakt waren in keiner der
Urinproben nachweisbar (Rechner et al. 2001b). Gleiche Resultate lieferten
Untersuchungen von Rechner et al. zur Bioverfugbarkeit von Chlorogensaure nach
dem Trinken von 6 Tassen Kaffee (Rechner et al. 2001a). Nach Umrechnung auf
molare Mengen Kaffeesaure betrug die hypothetische Resorption von Kaffeesaure in
beiden Studien insgesamt 5,9 bzw. 5,6 %.

Im Gegensatz zu den bisher erwahnten Humanstudien wurde in zwei weiteren
Studien auch intakte Chlorogensaure im Urin detektiert. Nach der Applikation von 1 g
Chlorogensaure an lleostomiepatienten lagen 0,3 % der Dosis unverandert im Urin

vor (Olthof et al. 2001). Es ist zu berlcksichtigen, dass Chlorogensaure als
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Reinsubstanz mit vergleichsweise hoher Dosis appliziert wurde. Cremin et al.
konnten nach dem Verzehr von 100 g Pflaumen ebenfalls geringe Mengen intakter
Chlorogensaure im Urin bestimmen (Cremin et al. 2001). Die Ergebnisse wurden
allerdings nur bei zwei von drei Probanden erhalten und erlauben deshalb nur
begrenzte Schlussfolgerungen.

Drei Humanstudien befassten sich bislang mit dem Nachweis von
Caffeoylchinasauren bzw. deren Metaboliten im Plasma. Genuine Chlorogensaure
war dabei In keiner der Studien im Plasma nachweisbar. Entsprechend der
Untersuchungen im Urin bestimmten Nardini et al. nach dem Trinken von 200 mL
Kaffee auch in den Plasmaproben Kaffeesaure. Maximale Plasmaspiegel wurden
nach etwa 1 h gemessen. Ein Vergleich mit Referenzsubstanzen zeigte, dass die
bereits als renale Metabolite beschriebenen Substanzen Dihydrokaffeesaure, m-
Cumarsaure, Ferulasaure und Isoferulasaure weder frei noch konjugiert in den
Proben vorkamen (Nardini et al. 2002). In den anderen beiden Studien konnte
ebenfalls nur Kaffeesaure im Plasma nachgewiesen werden. Nach dem Trinken von
1,1 L Apfel Cider detektierten Du Pont et al. Kaffeesaure tUber 120 min (DuPont et al.
2002). Cremin et al. beobachteten 2 h nach dem Essen von 100 g Pflaumen einen
Anstieg der Kaffeesaure-Konzentrationen (Cremin et al. 2001). In allen drei
Untersuchungen wurde Kaffeesaure zum grofdten Teil erst nach Behandlung des
Plasmas mit R-Glucuronidase bestimmt und lag somit uberwiegend in Form von

Phase-Il-Konjugaten vor.
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Tab. 1.1 Ubersicht (iber die bislang publizierten Studien zur Bioverfligbarkeit und Resorption von Caffeoylchinasduren (CCS) aus verschiedenen Priifpraparationen.
CHS=Chlorogensaure; n=Probenzahl; *=detektiert nach Hydrolyse der Konjugate; C,.x=maximale Plasmakonzentration; t,.=Zeit bis C.«; Angaben als MW.

Erstautor | Jahr|Spezies | n Priif- Dosis Analyse- detektierte o tnax |ren. Elimin. |ren. Elimin.| Analytik |Bestimmungs-
P praparation medium| Substanzen max [h] [Menge] | [% Dosis] | Detektion grenze
Choudhury|1999| Ratte |5 |Chlorogensaure| 50 mgkg™ Urin - - - - - HPLC-PDA| 5ugmL™”
N * oy -1
Azuma |2000| Ratte |3 |Chlorogenséure| 247 mgkg” | Plasma | Kaffeesaure™ 14 4 43 m| 0,51 - - HpLC-EcD| dngmL
Ferulasaure 19,4 ngmL
Bourne |[1998| Mensch | 6 Toma'ten 1609 Urin Kaffeesaure* - - - - HPLC-PDA -
getr. Aprikosen 120 g
N ; Chlorogensaure ) ) ) 0,3 ) 0,8 ug'mL'1
Olthof |2001| Mensch | 7 |Chlorogensaure 1g Urin Kaffeesiure* 0.3 GC-MS 0.4 pgmL”
Cremin [2001|Mensch | 3 Pflaumen ~76 mg CCS | Plasma Kaffeesaure* 42-96 nM 2 - - HPLC-MS | 1,8 ng'mL'1
Chlorogensaure 6,7-15,9 ug 4,4 ngmL™’
Cremin [2001| Mensch | 3 Pflaumen ~76 mg CCS | Urin Kaffeesaure* - - 126,3-89,3 ug - HPLC-MS | 1,8 ng‘mL'1
Ferulasaure* 1,6-6,2 ug 2,4 ngmL”
Dihydroferulasaure 8-12 15,1 mg
Rechner |2001|Mensch |5|  Kaffee  |~898 mg CHS| urin | Ferulasaure” ; 13 32mg 59  |HPLC-PDA -
Isoferulasaure 1-3 1,9 mg
Vanillinsaure* 1-3 2,4 mg
Dihydroferulasaure 1,3 mg
Rechner 2001 Mensch [10| Arischocken-| 405 g cHs| urin | | Ferulasaure™ i - | 12mg 56  |HPLC-PDA .
blatter-Extrakt Isoferulasaure 0,3mg
Vanillinsaure* 0,9 mg
DuPont |2002| Mensch | 6| Apfel Cider | ~11 mg CCS | Plasma Kaffeesaure* 0,4 uM - - - HPLC-PDA -
Nardini |2002| Mensch |10 Kaffee ~96 mg CHS | Plasma Kaffeesaure* 0,5 uM 1 - - HPLC-ECD| 20 ng'mL'1
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1.2.2 Resorption und Metabolisierung von Caffeoylchinasauren

Die Resorption und die Spaltung der Caffeoylchinasauren als ein erster Schritt der
Metabolisierung konnten im Rahmen der bisherigen Untersuchungen nicht eindeutig
aufgeklart werden. Arbeitsgruppen, die nach Applikation von Chlorogensaure geringe
Mengen der intakten Verbindung im Urin detektierten, postulierten die Resorption
des intakten Molekuls. Aufgrund der geringen Wiederfindung schlossen sie auf eine
Metabolisierung in Plasma und Leber unter Spaltung der Esterbindung (Cremin et al.
2001; Olthof et al. 2001). Gestutzt wird diese Annahme durch Untersuchungen an
der Ratte. Nach Applikation von Chlorogensdure und anschlielender
Homogenisierung des Dunndarms lag Chlorogensaure uberwiegend als intaktes
Molekul im Darmgewebe vor. Kaffeesaure wurde nur zu 1-2 % bestimmt (Azuma et
al. 2000). Eine Metabolisierung in Plasma und Leber erst nach der Resorption steht
allerdings im Widerspruch zu Untersuchungen von Plumb et al.. Weder die 2-
stindige Inkubation von Chlorogensaure mit Humanplasma noch mit einem
Homogenisat der menschlichen Leber flhrte zu einer Spaltung des Molekils (Plumb
et al. 1999).

Andere Gruppen, die nach Applikation von Caffeoylchinasauren nur Kaffeesaure
oder weitere Metabolite in Plasma und Urin bestimmen konnten, gingen daher von
einer Spaltung der Esterbindung noch vor Erreichen des systemischen Kreislaufs
aus (Rechner et al. 2001b; DuPont et al. 2002; Nardini et al. 2002). Dieser Annahme
stehen jedoch auch verschiedene Ergebnisse aus in-vitro Untersuchungen entgegen.
Chlorogensaure erwies sich sowohl nach der Inkubation mit Magen- und Darmsaft
(Takenaka et al. 2000; Olthof et al. 2001) als auch nach der Inkubation mit einem
Homogenisat des menschlichen Dinndarms (Plumb et al. 1999; Andreasen et al.
2001) als stabil.

Nur nach Inkubation mit einem Extrakt des menschlichen Faeces konnte bislang eine
Spaltung von Chlorogensaure gezeigt werden (Plumb et al. 1999). Esteraseaktivitat
gegenuber Chlorogensaure wiesen dabei die aus der Mikroflora des Darms isolierten
Bakterienstamme Escherichia coli, Bifidobacterium lactis und Lactobacillus gasseri
auf (Couteau et al. 2001).
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Die weitere Metabolisierung von Kaffeesaure nach Spaltung der Caffeoylchinasauren
konnte in verschiedenen in-vitro Experimenten weitaus besser geklart werden.
Spencer et al. fanden nach der Perfusion von Rattendiinndarm im Resorbat 63,7 %
der Kaffeesaure in Form von Glucuroniden wieder (Spencer et al. 1999). Bei der
Perfusion von Rattenleber wurden hingegen insgesamt nur 6,7 % der Kaffeesaure in
Phase-llI-Metabolite umgewandelt. Die Analyse des Resorbats ergab nach R-
Glucuronidase-Behandlung zusatzlich den Nachweis der Phase-I-Metabolite
Ferulasaure (3’-Methylkaffeesdure) und Isoferulasaure (4’-Methylkaffeesaure)
(Gumbinger et al. 1993).

Moridani et al. fuhrten verschiedene Experimente zur Catechol-O-methylierung, O-
Demethylierung, Hydrogenierung und Dehydrogenierung an isolierten Hepatozyten
der Ratte und einzelnen Zellfraktionen daraus durch. Die Untersuchungen zeigten
eine Methylierung von Kaffeesdure zu Ferulasaure und eine Hydrogenierung zu
Dihydrokaffeesaure. Dihydrokaffeesaure wurde ebenfalls methyliert, und es entstand
entsprechend Dihydroferulasaure, aus der durch Dehydrogenierung wiederum
Ferulasaure gebildet wurde. Alle Schritten waren reversible Prozesse, die jedoch
uberwiegend in eine Richtung verliefen (Abb. 1.3) (Moridani et al. 2002). Die Bildung
von Isoferulasaure war im Rahmen dieser Experimente nicht untersucht worden.
Andere Untersuchungen an Mikrosomen der Rattenleber zeigten, dass die 4’-O-
Methylierung von  Dihydroxyphenolverbindungen zwar durch  Catechol-O-
Methyltransferasen mdglich ist, diese Position in der Leber jedoch in hdherem Malde
einer Demethylierung unterliegt (Masari et al. 1964; Nielsen et al. 1998).

Die nach Applikation von Kaffeesaure im Urin detektierten Verbindungen mit Cs-C;-
Grundkoérper (m-Hydroxyhippursaure, Vanillinsdure) bzw. deren Glycinderivate
durften ebenfalls in der Leber durch [3-oxidative Verkilrzung der Seitenkette gebildet

worden sein (Scheline 1991).
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Abb. 1.3 Hypothetische Metabolisierung von Kaffeesdure in isolierten Hepatozyten der Ratte
(Moridani et al. 2002).

Neben der Metabolisierung von Kaffeesaure in Enterozyten und Hepatozyten
beschrieben verschiedene Untersuchungen auch eine Umwandlung des Molekuls
durch Bakterien der intestinalen Mikroflora. Nach Behandlung von Kaffeesaure mit
einem Extrakt des menschlichen Faeces wurden die in Abb. 1.4 dargestellten
Abbauprodukte durch Dehydroxylierungs-, Decarboxylierungs- und
Reduktionsreaktionen erhalten (Peppercorn et al. 1971). In in-vitro Experimenten mit
isolierten Bakterienstammen konnten die fur diese Reaktionen verantwortlichen
Bakterien naher bestimmt werden. Die Dehydroxylierung von Kaffeesdure bzw.
Dihydrokaffeesaure gelang sowohl mit verschiedenen Pseudomonas-Arten als auch
mit einer Mischkultur aus Escherichia coli und Streptococcus fecalis var. liguifaciens.
Die Decarboxylierung von Kaffeesaure war mit dem Stamm Streptococcus fecium
moglich. Neben der Reduktion der Doppelbindung in der Seitenkette des

Kaffeesaure-Moleklls durch Leberenzyme (s.0.) wurde die Reaktion auch fir die
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Bakterienstamme  Peptostreptococcus sp. und  Clostridium  perfringens
nachgewiesen. Die fir die Reduktion von 4-Vinylcatechol verantwortlichen
Mikroorganismen konnten nicht naher identifiziert werden (Perez-Silva et al. 1966;
Peppercorn et al. 1971).

m-Cumarsiure Kaffeesaure Dihydrokaffeeséure m-Hydroxyphenylpropionséure

OH OH OH
OH
OH OH
Dehydroxylierung Reduktion Dehydroxylierung
X +— L —_)
X
HO (0]
HO
HO (0] HO 0 ©
OH OH
OH OH
Reduktion
e
N\
CH, CH,

4-Vinylcatechol 3-Ethylcatechol

BunuaiAxoqlessaq
BUII';JQ!MXOQJBOG(]

Abb. 1.4 Abbau von Kaffeesaure durch Bakterien der intestinalen Mikroflora.

1.2.3 Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit von Luteolin-7-O-glucosid

Arbeiten, die sich mit der Bioverflugbarkeit von Luteolin-7-O-glucosid beschaftigten,
wurden bislang Uberwiegend an der Ratte durchgefihrt. Eine Humanstudie mit
aussagekraftigen Ergebnissen existiert nicht.

Nach Inkubation von ,everted sacs” aus Rattendunndarm mit Luteolin-7-O-glucosid
ergab die Analyse des serosalen Kompartiments neben Luteolin den Nachweis von
zwei unbekannten Substanzen. Diese verschwanden nach R-Glucuronidase-
Behandlung aus dem Chromatogramm und der Peak von Luteolin vergrof3erte sich.
Im Rahmen der gleichen Untersuchung wurden 50 pmolkg™” Luteolin-7-O-glucosid
auch oral an Ratten appliziert. Vor BR-Glucuronidase-Behandlung konnte neben

Luteolin im Plasma nur eine der unbekannten Substanzen detektiert werden.
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Massenspektrometrische Untersuchungen identifizierten die Substanz als ein
Monoglucuronid von Luteolin (Shimoi et al. 1998).

Auch andere in-vitro Untersuchungen zeigten, dass Luteolin-7-O-glucosid
uberwiegend in Form von Phase-ll-Konjugaten bioverfugbar ist. Nach Perfusion von
Rattendinndarm mit Luteolin-7-O-glucosid konnten nur sehr geringe Mengen des
freien Aglykons im Resorbat detektiert werden. Wesentlich hdhere Konzentrationen
wurden nach R-Glucuronidase-Behandlung gemessen. Im Gegensatz zu den
Untersuchungen von Shimoi et al. zeigte das Chromatogramm vor -Glucuronidase-
Behandlung des Resorbats sechs unbekannte Peaks. Die Autoren vermuteten
aufgrund der UV-Spektren und Retentionszeiten, dass es sich bei den Substanzen
um sechs verschiedene Glucuronide von Luteolin handelt (Spencer et al. 1999).
Neben Phase-ll-Konjugaten von Luteolin konnten in in-vivo Experimenten an der
Ratte auch Phase-I-Metabolite bestimmt werden. Die i.p. Injektion von 40 mg'kg'1
bzw. 20 mgkg™' Luteolin filhrte zur Detektion von zwei bzw. drei unbekannten
Metaboliten in Galle und Urin. Zwei der unbekannten Substanzen konnten mittels
GC-MS als 3’-O-Methylluteolin und 4’-O-Methylluteolin (Diosmetin) identifiziert
werden. Von der insgesamt applizierten Menge an Luteolin wurden 15 % im Urin und
mehr als 28 % in der Galle wiedergefunden (Liu et al. 1995).

Entsprechend der Ergebnisse aus den Rattenexperimenten war Luteolin-7-O-
glucosid auch in der einzigen bislang durchgefuhrten Humanstudie nicht systemisch
verfugbar. In einer Studie zur Bioverfugbarkeit von Artischockenblatter-Extrakt
konnten Rechner et al. nach der Applikation von 9 Kapseln Hepar-SL® forte weder
vor noch nach R-Glucuronidase-Behandlung Luteolin-7-O-glucosid in Plasma und
Urin nachweisen. Entgegen der Untersuchungen an der Ratte wurde jedoch auch
kein freies oder konjugiertes Luteolin bestimmt (Rechner et al. 2001b). Da im
Rahmen dieser Studie keine Angaben zur Validitat der analytischen Methoden
gemacht wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass das gewahite
Analysenverfahren zur Bestimmung von Luteolin in Plasma und Urin ungeeignet war.
Eine weitere Humanstudie beschaftigte sich mit der Bioverfugbarkeit des Aglykons
Luteolin. Shimoi et al. detektierten nach der oralen Applikation von 50 mg Luteolin
neben einem geringeren Anteil freiem Luteolin Uberwiegend ein Monoglucuronid im

menschlichen Plasma (Shimoi et al. 1998).
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1.2.4 Resorption und Metabolisierung von Luteolin-7-O-glucosid

Uber die Vorgange der Resorption und die Metabolisierung von Luteolin-7-O-
glucosid ist aus bisherigen Untersuchungen nur wenig bekannt. Aus den
Ergebnissen ihrer Bioverfugbarkeitsuntersuchungen leiteten sowohl Shimoi et al. als
auch Spencer et al. die glycosidische Spaltung von Luteolin-7-O-glucosid und die
Konjugation mit Glucuronsaure in den oberen Darmabschnitten ab (Shimoi et al.
1998; Spencer et al. 1999).

Diese Annahme korrespondiert mit Ergebnissen aus Zellexperimenten. Mehrere
Flavonoidglucoside u.a. das dem Luteolin-7-O-glucosid strukturahnliche Apigenin-7-
O-glucosid wurden durch einen zellfreien Extrakt des menschlichen Dinndarms
gespalten (Day et al. 1998). Nicht eindeutig geklart wurde bislang der Ort der
Spaltung und damit verknupft auch der genaue Vorgang der Resorption.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten fur Flavonoidglucoside eine Spaltung an der
luminalen Seite der Darmwand durch membranstandige Lactase-Phlorizin-Hydrolase
(LPH) zeigen und leiteten daraus die Resorption des freiwerdenden Aglykons ab
(Day et al. 2000; Sesink et al. 2003). Anderen Untersuchungen zur Folge waren fur
die Spaltung cytosolische R-Glucosidasen (CBG) verantwortlich, was auf die
Resorption des gesamten Molekuls hindeutet (Lambert et al. 1999). Mehrere in-vitro
Untersuchungen an  Segmenten des  Rattendlinndarms  zeigten  flr
Quercetinglucoside Interaktionen mit einem natriumabhangigen Glucosetransporter
(SGLT1) (Gee et al. 2000; Ader et al. 2001). Wolffram et al. konnten in ihren
Experimenten den Transport von intakten Quercetinglucosiden durch SGLT1 im
Rattendinndarm belegen (Wolffram et al. 2002). Es ist jedoch fraglich, ob diese flr
Flavonolglucoside erhaltenen Ergebnisse ohne weiteres auf das Flavon Luteolin-7-O-

glucosid Ubertragen werden konnen.

Auch die Glucuronidierung von Luteolin in den Enterozyten des oberen
Darmabschnitts wird durch Zellexperimente bestatigt. Bei einer Behandlung von
Luteolin mit humanen Dinndarmmikrosomen wurden insgesamt 74 % des Substrats
glucuronidiert. Die Identifizierung der Glucuronide erfolgte mittels 'H-NMR. Den
grolten Anteil machten das 4’- und 3’-O-glucuronid aus (44 bzw. 51 %). Das 7-O-
glucuronid wurde nur zu 5 % gebildet. Im Gegensatz dazu setzten humane
Lebermikrosomen nur 27 % von Luteolin zu Glucuroniden um. Das

Verteilungsschema war ein vollig anderes. Durch Lebermikrosomen entstand
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anstelle von 4’- und 3’-O-glucuronid (6 bzw. 17 %) Uberwiegend das 7-O-glucuronid
(77 %) (Boersma et al. 2002).

Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Glucuronide nach
Erreichen des systemischen Kreislaufs durch R-Glucuronidasen auch wieder
gespalten werden koénnen. Bei Behandlung mit von Rattenplasma nach oraler
Applikation von Luteolin mit dem Lysat aus humanen neutrophilen Granulozyten
wurde ein deutlicher Anstieg der Luteolinkonzentration beobachtet (Shimoi et al.
2001). Entsprechende R-Glucuronidase-Aktivitaten zeigten auch
Venenendothelzellen der menschlichen Nabelschnur (HUVEC) gegenuber

verschiedenen Quercetinglucuroniden (Wittig 2002).

Leber Enterozyt Darmlumen
Sytemischer Ul
LUT-glu, DMT-glud— g oot
2 gKreislaufg DUT gl LUT-glc LUT-glc|  SGLT1 ?
LUT-glu s /
DMT-glu °
g £| € —LUT-glu, LUT [ 9l LPH o
Endothel ? E )
D
LUT a \ § LUT
DMT U LUT g Passive Diffusion
>
Galle 1
P LUT-glu, DMT-glu

LUT-glc = Luteolin-7-O-glucosid

LUT-glu = Luteolinglucuronide Kolon

DMT-glu = Diosmetinglucuronide 2

PPS = Phenylpropionséuren == LUT-glc

SGLT1 = Natriumabhangiger PPS <4—FHILUT-glu Mikroflora

Glucosetransporter = DMT-glu
LPH = Lactase-Phlorizin-Hydrolase ”

Abb. 1.5 Hypothetischer Resorptionsmechanismus und Metabolisierung von Luteolin-7-O-glucosid
vom Darmlumen und Kolon bis zum systemischen Kreislauf. Modifiziert nach (Williamson et al. 2000).

Neben der Metabolisierung und Resorption in den oberen Darmabschnitten und der
Leber wurde fir Luteolin-7-O-glucosid auch eine Spaltung durch die intestinale
Mikroflora beschrieben. Verschiedene Mikroorganismen der menschlichen Darmflora
zeigten eine R-Glucosidase Aktivitat gegenuber Flavonoidglycosiden (Bokkenheuser

et al. 1987; Schneider et al. 2000). Bei einer Behandlung von Luteolin-7-O-glucosid
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mit Eubacterium ramulus entstand zuerst das Aglykon Luteolin, das dann durch
Spaltung zwischen C-4 und C-5 weiter bis zur 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsaure
abgebaut wurde. Bei dem aus dem A-Ring erhaltenen Spaltprodukt handelt es sich
vermutlich, wie bereits fur andere Flavonoide postuliert, um Phloroglucinol (Hattori et
al. 1988; Braune et al. 2001). Im Gegensatz zu den Flavonolen, die durch
Organismen der intestinalen Mirkoflora Uberwiegend zu Phenylessissauren (Cg-Co-
Korper) abgebaut werden (Heilmann et al. 1998a), ist bei den Flavonen die Spaltung
zwischen C-4 und C-5 und damit die Bildung von Phenylpropionsauren (Cg-Cs-
Korper) begunstigt (Heilmann et al. 1998b). Nach oraler Applikation anderer Flavone
bzw. Flavonglycoside (Apigenin, Apiin, Diosmin) konnten entsprechende Cgs-Cs-
Verbindungen im Urin identifiziert werden. Zusatzlich wurden noch verschiedene
Benzoesauren (Cs-C4-Korper) gefunden. Diese durften jedoch nicht durch die
intestinale Mikroflora, sondern durch Resorption der Cs-Cs-Verbindung und
anschlielende Metabolisierung in der Leber oder anderen Geweben gebildet worden
sein (Griffiths et al. 1972; Cova et al. 1992).

OH
OH

Luteolin Phloroglucinol 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-
propionséaure

Abb. 1.6 Abbau von Luteolin durch Eubacterium ramulus.

1.3 Methoden und Analytik

In der Literatur wurden bislang verschiedene Methoden zur Extraktion von
Hydroxyzimtsauren und Flavonoiden aus biologischen Matrices beschrieben. Die
Extraktion der Hydroxyzimtsauren Ferulasaure und Kaffeesaure aus Plasma und
Urin erfolgte dabei Uberwiegend durch mehrfaches Ausschitteln mit organischen

Lésungsmitteln (Flussig-Flussig-Extraktion). Unter Verwendung von Ethylacetat
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konnte Kaffeesdure in Plasma und Urin fast zu 100 % wiedergefunden werden
(Maiani et al. 1997; Cremin et al. 2001; Nardini et al. 2002). Fur die Extraktion von
Ferulasaure war Ethylacetat hingegen weniger geeignet. Die Wiederfindung betrug
nur knapp 50 % (Cremin et al. 2001). Eine Wiederfindung von nahezu 100 % wurde
jedoch bei der Extraktion von Ferulasaure mit Ethylether erzielt (Virgili et al. 2000).
Noch weniger als fir Ferulasaure eignete sich die Flussig-Flissig Extraktion mit
Ethylacetat fur Chlorogensaure. Bei niedrigen Konzentrationen wurden nur etwa
25 % der Chlorogensaure in Plasma und Urin wiedergefunden (Cremin et al. 2001).
Hoéhere Wiederfindungen flr Chlorogensaure konnten durch Festphasenextraktion
(SPE) an C18-Kartuschen erhalten werden (Choudhury et al. 1999). Auch fir die
Extraktion von Luteolin aus Plasma und Urin erwies sich die Festphasenextraktion
als geeignet. Shimoi et al. fanden unter Verwendung einer C18-Kartusche 100 %, Liu
et al. unter Verwendung einer Harzkartusche hingegen nur 79 % wieder (Liu et al.
1995; Shimoi et al. 1998).

Einen Nachteil von der Flussig-Flussig-Extraktion und der Festphasenextraktion stellt
die relativ aufwendige Art der Probenaufarbeitung dar. Wesentlich weniger
zeitaufwendig ist hingegen die von anderen Autoren verwendete Aufarbeitung mit
einem einfachen Proteinfallungsschritt. Die Fallung der Proteine erfolgte dabei mit
verschiedenen organischen Losungen wie Aceton, Methanol oder Acetonitril. Nach
dem Abzentrifugieren der Proteine wurde der Uberstand entweder direkt analysiert
oder noch weiter aufkonzentriert. In derartig aufgearbeiteten Plasma- und Urinproben
konnte Kaffeesaure zwischen 82 und 84 % und das Flavonoid Quercetin zu fast
100 % wiedergefunden werden (Camarasa et al. 1988; Uang et al. 1995; Graefe
2000). Mit keiner der bislang beschriebenen Methoden wurden jedoch mehrere

Hydroxyzimtsauren und Flavonoide nebeneinander aus Plasma Urin extrahiert.

Far die Analytik von Hydroxyzimtsauren und Flavonoiden in biologischen Matrices
sind entsprechend sensitive und selektive Detektionsmethoden unabdingbare
Vorraussetzung. Die Methoden muissen Nachweisgrenzen im unteren ng'mL'1
Bereich ermoglichen. Die meisten bislang verwendeten Methoden, insbesondere die
PDA Detektion, waren jedoch wenig sensitiv und arbeiteten nahe an der
Nachweisgrenze. Bei der Analyse von Plasmaproben mittels HPLC-PDA hinsichtlich
Kaffeesaure konnten nur Konzentrationen bis 0,7 pg'mL'1 noch bestimmt werden

(Maiani et al. 1997). Wesentlich sensitivere Detektionsverfahren stellen inzwischen
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die massenspektrometrische oder elektrochemische Detektion dar. Mittels LC/ES-MS
wurden Kaffeesaure, Ferulasdure und Chlorogensaure in Konzentrationen bis zu
jeweils 1,8 ngmL™, 2,4 ngmL" und 4,4 ngmL™ in Plasma und Urin nachgewiesen
(Cremin et al. 2001). Die Nachweisgrenzen fur Kaffeesaure mittels HPLC-ECD lagen
zwischen 1 ngmL™" (Simonetti et al. 2001) und 20 ngmL™" (Azuma et al. 2000;
Nardini et al. 2002). In einem Methodenvergleich zur Bestimmung von Kaffeesaure
und Ferulasaure erwies sich die elektrochemische Detektion bezuglich Sensitivitat
und Selektivitat der UV und MS Detektion als Uberlegen (Bocchi et al. 1996). Auch
fur verschiedene Flavonoide konnten mittels HPLC und elektrochemischer Detektion
bereits Nachweisgrenzen im unteren ngmL™" Bereich erzielt werden (Erlund et al.
1999; Lee et al. 2000).

Die hohe Selektivitat der elektrochemischen Detektion beruht vor allen Dingen auf
der coulometrischen Array Technik (Milbury 2001). Dabei werden mehrere
analytische Messzellen in Reihe geschaltet und verschiedene Detektionsspannungen
an die jeweiligen Zellen angelegt. Entsprechend seiner Redoxeigenschaften wird fur
einen Analyten an jedem Potential ein Stromsignal erhalten. Zur Auswertung kann
das Potential gewahlt werden, an dem das Stromsignal die hdchste Selektivitat zeigt.
Tragt man die GroRRe der jeweiligen Stromsignale gegen die gesetzten Spannungen
auf, erhalt man zudem ein substanzspezifisches hydrodynamisches
Voltammogramm (HDV). Die coulometrische Array Detektion liefert damit auch

qualitative Informationen.

In den meisten bislang zur Bioverfugbarkeit von Caffeoylchinasauren und Luteolin-7-
O-glucosid durchgefuhrten Untersuchungen wurden keine naheren Angaben zur
Validierung der verwendeten Methoden gemacht. Ansatze zur Validierung
bioanalytischer Methoden bietet der Leitlinienentwurf ,Bioanalytical Methods
Validation for Human Studies® der FDA. Diese Guideline behandelt u.a. die einzelnen
Validierungsparameter unter bioanalytischen Gesichtspunkten. Es werden
beispielsweise Richtwerte zu Fehlertoleranzen bei Bestimmungen der Prazision und

Richtigkeit gegeben und der Begriff Bestimmungsgrenze naher definiert.
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1.4 Zielsetzung

Artischockenhaltige Praparate zeigten in einer Vielzahl von in-vitro und in-vivo
Studien choleretische, lipidsenkende und hepatoprotektive Wirkungen. Wassriger
Gesamtextrakt aus Artischockenblattern wies dabei in pharmakologischen Tests ein
anderes Wirkprofil auf als eine von der Firma Lichtwer Pharma AG mit bestimmten
Inhaltsstoffen abgereicherte bzw. angereicherte Extraktfraktion (Spezialextrakt). In in-
vitro Untersuchungen konnten die Wirkungen einzelnen Extraktinhaltsstoffen
zugeschrieben werden. Erst pharmakokinetische Studien ermoéglichen es jedoch, in-
vitro und in-vivo Wirkungen miteinander zu verknupfen und die fur die Wirkungen
tatsachlich verantwortlichen Substanzen zu ermitteln. Zur Bioverfugbarkeit und
Pharmakokinetik von Artischockenblatter-Extrakt nach oraler Applikation am

Menschen fehlen bislang verlassliche Untersuchungen.

Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher die grundsatzliche Untersuchung von
Bioverfugbarkeit, Pharmakokinetik und Metabolismus von Inhaltsstoffen aus
Artischockenblatter-Extrakt im Menschen und der Vergleich von Gesamtextrakt und

Spezialextrakt hinsichtlich dieser Parameter.

Fir diese  Untersuchungen war zunachst die  Entwicklung einer
Probenaufarbeitungsmethode zur simultanen Extraktion von Hydroxyzimtsauren
und Flavonoiden aus den biologischen Matrices Plasma und Urin notwendig. Zur
Quantifizierung der in den Proben enthaltenen Metabolite mussten entsprechende
selektive und sensitive analytische MeRmethoden, die den Anforderungen

internationaler Guidelines zur Validierung gentgten, erarbeitet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Chlorogensaure
Dihydroferulasaure
Dihydrokaffeesaure
Ferulasaure
Isoferulasaure
Kaffeesaure

Luteolin
Luteolin-7-O-glucosid
Luteolin-7-O-glucuronid

Aceton

Acetonitril, HPLC gradient

R-Glucuronidase aus Helix pomatia, Typ HP-2
< 7500 Units/mL Sulfatase-Aktivitat

127300 Units/mL Glucuronidase-Aktivitat
R-Glucuonidase aus Helix pomatia, Typ H-1
< 10000 Units/g Sulfatase-Aktivitat

486000 Units/g Glucuronidase-Aktivitat
Dimethylformamid

Essigsaure p.a. (99,8 %)
L(+)-Ascorbinsaure p.a.

Methanol, HPLC gradient
Natriumdihydrogenphosphat

Natronlauge 1 M

ortho-Phosphorsaure (85 %)

Salzsaure p.a. (mind. 37 %)

Salzsaure 1 M

Trifluoressigsaure

Wasser, entmineralisiert

Roth, 6385.1

Lancaster Synthesis, 6267
Fluka, 54130

Fluka, 46280
Extrasynthese, 01557i
Roth, 5869.1

Roth, 9046

Roth, 4164.1

Lichtwer Pharma AG

Roth, 5025.2
Promochem, 9128
Sigma, G7017

Sigma, G0751

Roth, 6251.2
Fluka, 45731
Merck, 100127
Promochem, 3041
Aldrich, 33.198-8
Roth, K021.1
Roth, 6366.1
Roth, 4625.1
Roth, K025.1
Merck, 808260

aus Reinstwasseranlage



Material und Methoden

2.2 Materialien und Gerate

Inkubator
Membranfilter
pH-Meter
Ultraschallbad
Vakuumzentrifuge
Vortex

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

Eppendorf Thermostat 5320
Osmonics Microsep RC, 0,22 uym
WTW Multical® pH 540 GLP
Bandelin Sonorex super RK 514H
Univapo 150H

Bioblock Scientific Agitateur Top Mix
11118

Sartorius MC 210P

Sartorius M2P

Sartorius LP2200P

Braun Thermomix BM-P

Haraeus instruments Megafuge 2.0R
UniEquip UEC Microzentrifuge 14B

2.3 HPLC-CAD System zur Plasma- und Urinanalytik

Saule

Vorsaule

Pumpen

Flussrate

Autosampler
Autosamplertemperatur
Injektionsvolumen
Saulenofen
Saulentemperatur
Detektor

Detektion

Phenomenex Aqua, 5 um, Cqg, 125 A,
250 x 4,60 mm

Phenomenex, Security Guard, Cgs,
4,0 x 3,0 mm

ESA Inc., Model 582

0,8 mL min™

ESA Inc, Model 542

15°C

50 pL

ESA Inc, Model 880

25°C

ESA Inc., Elektrochemischer 12 Kanal
CoulArray Detektor

75-900 mV
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2.4 HPLC-PDA System zur Extraktanalytik

Saule Supelcosil LC-18, 5 ym,
150 x 4,60 mm

Pumpen Kontron, Typ S 522

Autosampler Kontron, Typ 560

Injektionsvolumen 20 yL

Saulenofen Kontron, Typ CO-200

Saulentemperatur 29,5 -30,5°C

Detektor Kontron, Typ PDA 540

Detektion PDA 230 — 400 nm

Chromatogramm 300 nm

2.5 Pilotstudie zur systemischen Verfugbarkeit und Pharmakokinetik von

Inhaltsstoffen aus Artischockenblatter-Extrakt

2.5.1 Studienplan

Prufpraparat: 250 mg Artischockenblatter-Spezialextrakt
(Lichtwer Pharma AG) in Hartgelatinekapseln
Gehalt:
8,91 % Monocaffeoylchinasauren, 19,47 %
Dicaffeoylchinasauren, 0,56 % Kaffeesaure, 8,83 %
Flavonoide (siehe Kapitel 2.6.3.3)

Probandenzahl: 2 gesunde mannliche Probanden (Proband 1 u. 2)

1 gesunder weiblicher Proband (Proband 3)

Studienort: Lichtwer Pharma AG, Berlin
Studienablauf: Pflanzenfreie Diat (siehe Kapitel 2.6.5) mit 2-tagiger
Run-In-Phase, Einmaldosis, unterschiedliche

Extraktmengen pro Proband;
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Proband 2 u. 3: 2 Kapseln zu 250 mg, Proband 1:
4 Kapseln zu 250 mg; Einnahme mit einem Glas

Wasser

Blutentnahmezeitpunkte: 0;0,5;1;1,5;2;3;4;6;8h

2.5.2 Methoden der Pilotstudie

Gewinnung der Plasmaproben

Pro Blutentnahmezeitpunkt wurden maximal 10 mL Blut in EDTA- enthaltende
Blutrdhrchen (S-Monovetten®) entnommen. Zum Abtrennen des Plasmas von den
Blutzellen wurden die Rohrchen anschliefend 10 min unter Kihlung bei 4700 g
zentrifugiert. Das erhaltene Plasma wurde sofort in Eppendorf Reaktionsgefalte zu
500 pL aliquotiert, wobei jedem Aliquot 20 uL 0,58 M Essigsaure zur Stabilisierung
zugesetzt wurden. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Plasmaproben dann bei
-80°C gelagert.

Probenaufarbeitung

Die Proben wurden nach einer von Graefe et al. (2001) zur Extraktion von Quercetin
aus Humanplasma entwickelten Methode aufgearbeitet. Zu einem 500 uL Aliquot
wurden 10 yL einer 0,5 % wassrigen Vitamin C-Losung (m/V) zugegeben.
Anschlie®end wurde der pH-Wert mit 0,58 M Essigsaure auf pH 5 eingestellt. Nach
Zugabe von 30 pL R-Glucuronidase (Sigma G7017) und Vortexen, inkubierte der
Enzymassay bei 37°C fur 60 min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 600 uL
Aceton gestoppt. Der Ansatz wurde gevortext und anschlieBend fur 10 min bei
7826 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefal tiberflihrt
und nach Zugabe von 10 pL einer 0,5 % wassrigen Vitamin C-Lésung (m/V) in der
Vakuumzentrifuge bis zur Trockene einrotiert. Der Rickstand wurde in 150 uL
Dimethylformamid / Wasser 2:1 (V/V) durch Vortexen vollstandig resuspendiert, fur
10 min bei 7826 g zentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC-CAD analysiert. Die
Aufarbeitung ohne Glucuronidase-Assay erfolgte analog. Anstelle von 30 uL

Enzymlosung wurden hier 30 uL Wasser hinzugesetzt.
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Trennung und Detektion

Die Plasmaproben wurden mit dem in Kapitel 2.3 beschriebenen HPLC System

analysiert. Die Analyse erfolgte mit einer vorlaufigen bisher nicht validierten Methode.

FlieBmittel A: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat Lsg. mit o-Phosphorsaure auf
pH 2 eingestellt, steril filtriert

Flieldmittel B: Mischung aus Methanol und 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat Lsg.
(4:1 V/V) und Zusatz von 0,25 % o-Phosphorsaure, steril filtriert

Tab. 2.1 Gradient zur Analyse der Plasmaproben aus der Pilotstudie.

t [min] Fliel3mittel B [%]
0,0 28 linear bis
26,0 58 linear bis
45,0 100 isokratisch bis
55,0 100 linear bis
56,0 28 isokratisch bis
66,0 28 Ende

Die 12 Elektroden des coulometrischen Array Detektors waren in Inkrementen von

75 mV Uber einen Spannungsbereich von 75 — 900 mV gesetzt.

Peakidentifizierung

Zur Peakidentifizierung wurden die hydrodynamischen Voltammogramme und
Retentionszeiten der Peaks, die nach Analyse der Proben eine Konzentrationskinetik
zeigten, mit denen von Referenzsubtanzen verglichen. Als Referenzsubstanzen
dienten Artischockenblatter-Extrakt, Chlorogensaure, Kaffeesaure,
Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure, Dihydroferulasaure, Isoferulasaure, Luteolin-7-O-

glucosid, Luteolin-7-O-glucuronid und Luteolin.

Quantifizierung

Quantifiziert wurden nur die Peaks, die zuvor durch Referenzsubstanzen identifiziert
werden konnten. Da die Studie einen Pilotcharakter hatte, erfolgte die quantitative
Auswertung lediglich Uber eine Bestimmung der Peakflachen. Zur orientierenden

Einordnung der Konzentrationen wurden zusatzlich blank Plasmaproben mit
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bekannter Konzentration an Referenzsubstanzen versetzt und die resultierenden
Peakflachen mit denen der Studienproben verglichen. Die Auswertung erfolgte an
folgenden Potentialen: Dihydrokaffeesaure 225 mV, Dihydroferulasdure 375 mV,

Ferulasaure und Isoferulasaure 450 mV, Luteolin 150 mV.

2.6 Hauptstudie zur systemischen Verfiigbarkeit und Pharmakokinetik von

Inhaltsstoffen aus Artischockenblatter-Extrakt

Die klinische Prufung der Hauptstudie wurde monozentrisch am Institut fur Klinische
Pharmakologie der Universitat Rostock unter Leitung von Prof. Dr. med. Bernd
Drewelow und PD Dr. med. Anne-Kathrin Riethling durchgefuhrt. Als Prufarzte waren
Dr. med. Silke Muller, Sora Park und Alexandra Kuhn-Thiel an der Studie beteiligt.
Vor Beginn der Prifung wurden der Prifplan, die Probandeninformation und die
Probandeneinwilligungserklarung der zustandigen Ethikkommission zur
Begutachtung vorgelegt und genehmigt. Die Priifung wurde in Ubereinstimmung mit
den gultigen rechtlichen Anforderungen, dem Deutschen Arzneimittelgesetz, den
Grundsatzen fur die ordnungsgemale Durchfihrung der klinischen Prifung von
Arzneimitteln, den GCP-Empfehlungen der EG (Good clinical practice for trials on
medicinal products in the European community) und entsprechend den Prinzipien der

Deklaration von Helsinki durchgeflhrt.

2.6.1 Studiendesign

Es handelte sich um eine zweiarmige Single-Dose-Studie, die als offene Cross-over
Studie durchgefuhrt wurde. Die Probanden wurden nach Geschlecht, Gewicht und
Alter randomisiert.

In den beiden Armen erhielten je 50 % der Probanden das Prifpraparat und 50 %
das Referenzpraparat, wobei jeder Proband im zweiten Arm jeweils das im Vergleich
zum ersten Arm andere Praparat erhielt. Ziel war der intraindividuelle Vergleich von
Prufpraparat gegen Referenzpraparat. Zwischen den Behandlungsarmen, bestehend
aus einer Diatphase und der Behandlung, lagen 10 Tage Wash-Out ohne jegliche

Intervention.

36
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2.6.2 Probanden

An der Studie nahmen insgesamt 14 freiwillige gesunde Probanden mit einer

Geschlechterverteilung von 1:1 im Alter von 22 bis 38 Jahren teil. Das
Durchschnittsalter betrug 25,14 + 3,82 Jahre (MW £ SD) und der durchschnittliche
Body Mass Index lag bei 21,68 + 2,26 kgm®. Keiner der Probanden musste die

Studie vorzeitig beenden, so dass sie ohne ,drop outs“ zum Abschluss gebracht

werden konnte. Detaillierte Angaben zu den Probanden finden sich im Anhang in
Tab. 7.1.

Einschlusskriterien

Schriftliches Einverstandnis liegt vor

Alter von 18-40 Jahren

Bei Frauen negativer Schwangerschaftstest und sichere Antikonzeption, nicht
stillend

Kdrperliche Untersuchung ohne klinisch relevante, pathologische Befunde
Laborparameter (ALAT, ASAT, LDH, alkalische Phosphatase, y-GT, Kreatinin,
Harnstoff, Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium, Glucose im Bilut,
Gesamtbilirubin, Differential-Blutbild) ohne pathologischen Befund

Virologie negativ (Hepatitis B und C, HIV)

Ausschlusskriterien

Bekannte Uberempfindlichkeit gegenliber Inhaltstoffen der Priifmedikation
Arterielle Hypertonie

Adipositas oder Anorexie

Regelmalige Einnahme von Medikamenten wahrend der geplanten Studie sowie
4 Wochen vor Studienbeginn

Bestehende akute Infektionen bzw. Infektion innerhalb der letzten 2 Wochen vor
Studienbeginn (Anamnese)

Chronische Erkrankungen jeder Genese (Anamnese)

Bekannte psychische Erkrankungen (Anamnese)

Bekannte renale, hepatische, respiratorische, neurologische und kardiale
Erkrankungen (Anamnese)

Bekannte intestinale Resorptionsstorungen (Anamnese, z.B. Magenresektion)
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¢ Kilinisch relevante Abweichung bei den Laborparametern
e Drogenscreening im Urin positiv
¢ Alkohol-, Drogen- oder Medikamentenabhangigkeit

e Teilnahme an einer anderen klinischen Prufung innerhalb der letzten 30 Tage

2.6.3 Studienmedikation

Fur die geplanten Untersuchungen wurde die Applikation der Artischockenblatter-
Extrakte suspendiert in Tylose-Schleim gewahlt, um den Einfluss der moglichen
unterschiedlichen Freisetzung aus der Darreichungsform so gering wie maoglich zu
halten. Die Dosierung des Referenzpraparates entsprach der Obergrenze des
handelsiblichen Praparates Hepar-SL® forte und durfte daher im Sinne der
Arzneimittelsicherheit als sicher eingestuft werden. Die Charakterisierung der
Extrakte erfolgte Uber die chromatographische Auftrennung der Inhaltsstoffe in der
HPLC (siehe Kapitel 2.6.4).

2.6.3.1 Applikation der Studienmedikation

Die Herstellung der Formulierung fur die Hauptstudie wurde in Anlehnung an eine
von Herrn Dr. Jorg Wittig am Lehrstuhl fur Pharmazeutische Biologie der Universitat
Wirzburg entwickelten Methode vorgenommen. Referenz- bzw. Prifpraparat wurden
jeweils in Falkontubes eingewogen und langsam unter vortexen insgesamt 3 mL
Ethanol 96 % zupipettiert. AnschlieBend wurde die Suspension portionsweise mit
insgesamt 12 mL Tyloseschleim (0,5 % Methocel°K4M in Aqua purificata, steril
filtriert) versetzt. Auf dem Vortex lie® man die Suspension zu einer homogenen
Masse verrihren. Der Ethanolgesamtgehalt der Formulierung betrug 20 % (m/m).
Die Suspensionen wurden jeweils am Tag der Medikation frisch zubereitet und

zusammen mit einem Glas Wasser appliziert.
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2.6.3.2 Referenzpraparat

Pharmazeutisch wirksamer Bestandteil

Artischockenblatter-Gesamtextrakt (Lichtwer Pharma AG, Charge 02012917) als
Pulver (Auszugsmittel Wasser, DEV 4-6:1, weitere Bestandteile: Lactosemonohydrat
Ph.Eur. 1997, hochdisperses Siliciumdioxid Ph.Eur.Suppl. 2000)

Dosierung
Einmalig an Tag 3/17 2,4 g Extrakt suspendiert in Tyloseschleim (entspricht 1,92 g

nativer Extrakt, entspricht ca. 9,6 g Ausgangsdroge)

Gehalt

Nach Bestimmungen der Firma Lichtwer Pharma AG (siehe Kapitel 2.6.4) betrug der
Gehalt an:

Monocaffeoylchinasduren 3,67 %

Dicaffeoylchinasauren 2,53 %

Kaffeesaure 0,03 %

Flavonoide 0,94 %

Die Caffeoylchinasauren wurden Uber die Kalibrierfunktion von Chlorogensaure und
die Flavonoide Uber die von Luteolin-7-O-glucosid quantifiziert. Fur die
pharmakokinetischen Berechnungen wurden die Gehalter in Aquivalente Kaffeesaure
bzw. Aquivalente Luteolin umgerechnet. Daraus ergab sich im Extrakt eine
Gesamtmenge von 106,95 mg Kaffeesaure (106,54 mg aus Caffeoylchinasauren;

0,41 mg freie Kaffeesaure) und von 14,40 mg Luteolin.

2.6.3.3 Prifpraparat

Pharmazeutisch wirksamer Bestandteil

Artischockenblatter-Spezialextrakt (Lichtwer Pharma AG, Charge EX47_EB) als
Pulver (aus wassrigem Primarextrakt; zweites Auszugsmittel Ethylacetat / Butanol,

DEV 12-25:1, weitere Bestandteile: wie Referenzpraparat)

39
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Dosierung
Einmalig an Tag 3/17 625 mg Extrakt suspendiert in Tyloseschleim (entspricht
500 mg nativer Extrakt, entspricht ca. 9,5 g Ausgangsdroge)

Gehalt

Nach Bestimmungen der Firma Lichtwer Pharma AG (siehe Kapitel 2.6.4) betrug der
Gehalt an:

Monocaffeoylchinasauren 8,91 %

Dicaffeoylchinasauren 19,47 %

Kaffeesaure 0,56 %

Flavonoide 8,83 %

Die Caffeoylchinasauren wurden uber die Kalibrierfunktion von Chlorogensaure und
die Flavonoide Uber die von Luteolin-7-O-glucosid quantifiziert. FUr die
pharmakokinetischen Berechnungen wurden die Gehélter in Aquivalente Kaffeesaure
bzw. Aquivalente Luteolin umgerechnet. Daraus ergab sich im Extrakt eine
Gesamtmenge von 153,84 mg Kaffeesaure (152,07 mg aus Caffeoylchinasauren;

1,77 mg freie Kaffeesaure) und von 35,23 mg Luteolin.

2.6.4 Analytik von Referenz- und Prifpraparat

FUr die pharmakokinetischen Berechnungen war es notwendig, die Gehalter der
Caffeoylchinasauren und Flavonoide in den Extrakten genau zu kennen. Fir die
Gehaltsbestimmung wurden die Inhaltsstoffe durch einfache flissig Extraktion aus
den Extrakten extrahiert und dann mittels HPLC-PDA analysiert (Prufvorschrift PVQ-
30122-00, Lichtwer Pharma AG). Die angewandte Methode war nach den ICH
Guidelines CPMP/ICH/381/95 und CPMP/ICH/281/95 validiert (Validierungsbericht
VBQ-1035-00, Lichtwer Pharma AG).

Herstellung der Untersuchungsldésung

100 £10 mg Artischockenextraktzubereitung wurden in einen 25 mL Messkolben
genau eingewogen, mit 20 mL Methanol R/ Wasser R (30/70) versetzt und 30 min
im Ultraschallbad extrahiert. Anschliel3end wurde auf 20°C im Wasserbad temperiert
und mit Methanol R/Wasser R (30/70) zu 25,0 mL aufgefillt. 2 mL der
Probenlésung wurden bei 7826 g zentrifugiert und vom Uberstand 20 L injiziert.
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Trennung und Detektion

Die Analyse der Extrakte erfolgte mit dem in Kapitel 2.4 beschriebenen HPLC-PDA

System.
Fliel3mittel A: 0,5 %-ige Phosphorsaure
Fliel3mittel B: Acetonitril gradient grade

Tab. 2.2 Gradient zur Extraktanalytik.

t [min] FlieBmittel B [%]

0,0 6 isokratisch bis
1,5 6 linear bis

6,5 12 linear bis

8,5 18 isokratisch bis
18,5 18 linear bis

19,5 22 isokratisch bis
29,5 22 linear bis

30,5 100 isokratisch bis
35,5 100 linear bis

36,5 6 isokratisch bis
50,5 6 Ende

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte bei 330 nm.

Quantifizierung

Die Caffeoylchinasauren wurden Uber die Kalibrierfunktion von Chlorogensaure und

die Flavonoide uber die von Luteolin-7-O-glucosid quantifiziert.

2.6.5 Diatplan

Da es sich bei den zu untersuchenden Inhaltsstoffen um in Nahrungsmitteln ubiquitar
vorkommende Verbindungen handelte, war die strikte Einhaltung einer pflanzenfreien

Ernahrung Grundvoraussetzung fir die Auswertbarkeit der Studie.
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Es musste daher wahrend der zweitagigen Run-In-Phase sowie am

Untersuchungstag auf folgende Nahrungsmittel verzichtet werden:

e Tee, Kaffee, Bier, Wein Saft

e Gemuse, Obst, Krauter

e Mausliprodukte

e Keks- u. Kuchenfertigprodukte
e Schokolade, Aromastoffe

¢ Marmelade, Honig

Erlaubt waren:

e \Wasser, Milch, Buttermilch

e Eier

e Weildbrot, Brotchen, Baguette

e Milch, Joghurt, Quark, Sahne (ohne Fruchte)
o Kase (ohne Krauter)

e Fleisch, Schinken, Fisch (ungewdtrzt)

¢ Reis, Nudeln

e Salz, Vitamin C

2.6.6 Studienablauf

Der Rekrutierung der Probanden (mit Aufklarung und Einwilligung) schloss sich die
Uberprifung des Gesundheitszustandes mittels korperlicher Untersuchung und
Bestimmung der Laborwerte an. Der einwandfreie Gesundheitszustand war
Grundvoraussetzung fiir die Fortfilhrung der Studie und den Ubergang in die
Diatphase.

Nach einem Tag ambulanter medikationsfreier Run-In-Phase unter strenger
pflanzenfreier Diat erfolgten am zweiten Tag der Run-In-Phase 2 Blutentnahmen, um
spater die Einhaltung der Diat GUberprifen zu kdnnen.

Am dritten Tag (Studientag) wurden die Probanden hospitalisiert. Unter Fortsetzung
der vorgegebenen Diat wurde die Prufmedikation oder das Referenzpraparat per oral

verabreicht, nach einem strikten Zeitschema Blut entnommen und der Urin Uber 24
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Stunden gesammelt. Am 4. Tag erfolgte die letzte Blutentnahme (24-Stundenwert)
und eine Zwischen- bzw. Abschlussuntersuchung.
Zwischen den beiden Phasen wurde eine ambulante Auswaschphase von

mindestens 10 Tagen eingefugt. Wahrend dieser Zeit bestand keine Diatvorschrift.

Blutentnahmen

Zur Uberprifung der Ein-/Ausschlusskriterien (Laborparameter) wurden jedem
Studienteilnehmer einmalig zu Studienbeginn und -ende ca. 20 mL Blut enthommen.
Zu jeder Untersuchungsphase wurden flir die pharmakokinetischen Messungen an
Tag 2 bzw. 16 (2 mal) und an Tag 3-4 bzw. 17-18 (13 mal) je 1 S-Monovette
(Sarstedt, Art. Nr. 02.1066.0012) zu 9 ml Blut bendtigt.

Wahrend der Medikationsphasen wurde den Probanden jeweils eine
Venenverweilkanile gelegt und zur AUC Bestimmung zu den Zeitpunkten t=0; 0,25;
0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 12 und 24 h jeweils 9 mL Blut in EDTA- enthaltende
Blutrdhrchen (S-Monovetten®) entnommen. Nach der Entnahme wurden die
Blutproben wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben weiterbehandelt. Innerhalb beider
Messphasen verteilt Uber mindestens 3 Wochen wurden jedem Probanden somit
einschlieBlich der Vor- und Nachuntersuchung insgesamt ca. 300 mL Blut

abgenommen.

Urinsammlung

Vor Applikation der Medikation erfolgte eine Urinabgabe von 50 mL in ein Falkontube
als Nullwert. Danach wurde der 24 h Urin in Urinsammelflaschen gesammelt. Diese
wurden bis zur letzten Urinabgabe im Kuhilschrank gelagert und die Gesamtmenge
vermerkt. Die jeweilige Urinabgabe erfolgte in einem gesonderten Gefal’. Zur
Stabilisierung wurden pro 200 mL ca. 1 g Ascorbinsdure als Antioxidans zugesetzt.
Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden 50 mL des gesammelten Urins abgenommen
und bei -80°C gelagert.

Probenkodierung

Die Plasmaproben der Hauptstudie wurden nach folgendem Prinzip kodiert:
Probandennummer: 01 bis 14
Praparatbezeichnung: R=Referenzpraparat

P=Prufpraparat
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Blutentnahmezeitpunkt:  O0=Nullwert; 1 =0,25h; 2=0,5h; 3=0,75 h;
4=1h;5=15h;6=2h;7=3h,8=4h;
9=6h;10=8h;11=12h;12=24h

Die einzelnen Punkte waren durch Unterstriche voneinander getrennt (z.B.
01_R_10).

Die Urinproben waren entsprechend der Plasmaproben kodiert: Probandennummer,
gefolgt von der Praparatbezeichnung. Die Abgabezeitpunkte waren mit NW fur

Nullwert und SU fur Sammelurin gekennzeichnet (z.B. 01_R_SU).

2.7 Entwicklung und Validierung einer Methode zur Probenaufarbeitung und

Plasmaanalytik fiir die Hauptstudie

Die Entwicklung der Methode erfolgte unter Einbeziehung der im Plasma der
Pilotstudie identifizierten Substanzen Kaffeesaure, Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure,

Dihydroferulasaure, Isoferulasaure und Luteolin.

2.7.1 Probenaufarbeitung

Die zur Analyse der Pilotstudie verwendete Aufarbeitungsmethode (siehe Kapitel
2.5.2) sah nach dem Enzymassay kein weiteres Ansauern der Proben vor. Dadurch
lagen die Hydroxyzimtsauren teilweise protoniert als auch unprotoniert vor, was zu
Doppelpeaks im Chromatogramm fuhrte. Es wurde daher versucht, das Peakshape
der Hydroxyzimtsauren durch Zusatz verschiedener Sauren an unterschiedlichen
Punkten wahrend der Aufarbeitung zu verbessern. Optimale Peaks bei
ausreichender Wiederfindung ergaben sich nach der Zugabe von 20puL 1M
Trifluoressigsaure vor dem Aufkonzentrierungsschritt. Zusatzlich wurde, um die
Ldslichkeit der hydrophilen Hydroxyzimtsauren zu erhéhen, der Rickstand nach dem
Abdampfen in Methanol / Wasser 1:1 (V/V) anstelle von Dimethylformamid / Wasser
2:1 (V/V) gelost. Daraus ergab sich fur die Analyse der Proben aus der Hauptstudie
folgende Aufarbeitung:

Jede Probe wurde sowohl mit und als auch ohne Glucuronidase-Assay aufgearbeitet.
Dazu wurden zu einem 500 pyL Aliquot 10 uL einer 0,5 % wassrigen Vitamin C-
Losung (m/V) gegeben. AnschlieBend wurde der pH-Wert mit 0,58 M Essigsaure auf
pH 5,0 eingestellt. Nach Zugabe von 30 pL [3-Glucuronidase (Sigma 0751) und
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Vortexen inkubierte der Enzymassay bei 37°C fur 60 min. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 600 pL Aceton gestoppt. Der Ansatz wurde gevortext und anschliel3end
fur 10 min bei 7826 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorf
Reaktionsgefal® Uberflihrt und nach Zugabe von 10 pL einer 0,5 % wassrigen Vitamin
C-Loésung (m/V) und 20 uL 1 M Trifluoressigsaure in der Vakuumzentrifuge bis zur
Trockene einrotiert. Der Rickstand wurde in 150 yL Methanol / Wasser 1:1 (V/V)
durch Vortexen vollstandig resuspendiert, fur 10 min bei 7826 g zentrifugiert und der
Uberstand mittels HPLC-CAD analysiert. Die Aufarbeitung ohne Glucuronidase-
Assay erfolgte analog. Anstelle von 30 uyL Enzymlésung wurden hier 30 uL Wasser

hinzugesetzt.

2.7.2 HPLC Analyse der Plasmaproben

Zur selektiven Trennung der in Kapitel 2.7 genannten Analyten von Plasmapeaks
wurde ein neuer Gradient entwickelt. Die Analyse erfolgte mit dem in Kapitel 2.3
beschriebenen HPLC-CAD System.

FlieBmittel A: 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat Lsg. mit o-Phosphorsaure auf
pH 2 eingestellt, steril filtriert

Flieldmittel B: Mischung aus Methanol und 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat Lsg.
(4:1 V/V) und Zusatz von 0,25 % o-Phosphorsaure, steril filtriert

Tab. 2.3 Gradient zur Analyse der Plasmaproben aus der Hauptstudie.

t [min] Fliel3mittel B [%]
0,0 28 linear bis
5,0 33 isokratisch bis
30,5 33 linear bis
50,0 45 isokratisch bis
57,5 45 linear bis
87,5 100 isokratisch bis
97,0 100 linear bis
98,0 28 isokratisch bis
108,0 28 Ende
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Die 12 Elektroden des coulometrischen Array Detektors waren in Inkrementen von
75 mV Uber einen Spannungsbereich von 75 — 900 mV gesetzt. Die Auswertung der
Analyten erfolgte an folgenden Potentialen: Kaffeesaure 225 mV, Dihydrokaffeesaure
150 mV, Ferulasaure 375 mV, Dihydroferulasaure 375 mV, Isoferulasaure 450 mV
und Luteolin 150 mV.

2.7.3 Validierung der Plasmaanalytik zur Auswertung der Hauptstudie

Die Validierung der Analytik wurde bezlglich Selektivitat, Bestimmungsgrenze,
Kalibriergeraden, Linearitéat, = Prazision,  Richtigkeit, = Wiederfindung  und
Autosamplerstabilitat in Anlehnung an einen Richlinienentwurf ,Bioanalytical Methods
Validation for Human Studies — Draft Guidance“ des U.S. Department of Health and
Human Services, Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and
Research, vorgenommen (Guidance for Industry (Draft) - Bioanalytical Methods

Validation for Human Studies).

Plasmamatrix

Als Matrix fur die Validierung diente eine homogene Mischung aus blank Plasma

(gewonnen am Zeitpunkt t=0) von neun Probanden.

Standardlosung

Die Standardlésung enthielt die Analyten Kaffeesdure, Dihydrokaffeesaure,
Ferulasaure, Dihydroferulasaure, Isoferulasaure und Luteolin gelést in Methanol.
Diese Losung wurde bei Nichtgebrauch im Kuihlschrank bei 2-8°C gelagert. Zur
Validierung wurden jeweils 500 yL blank Plasma mit 50 yL einer wassrigen
Verdinnungen der Standardldésung versetzt. Dadurch wurde sichergestellt, dass die

entstandene Matrix im Wesentlichen dem Plasma glich.

2.7.3.1 Selektivitat

Zur Uberpriifung der Selektivitat wurde eine homogene Matrix aus blank Plasma von
neun Probanden mit und ohne Glucuronidase-Assay aufgearbeitet und auf

Interferenzen mit einer wassrigen Standardlésung verglichen.
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2.7.3.2 Kalibrierfunktion und Linearitat

Die Linearitat wurde fur alle Analyten an drei Tagen anhand von mindestens sechs
Konzentrationsstufen bestimmt. Jede Konzentrationsstufe wurde dabei jeweils
doppelt aufgearbeitet. Zur Bestimmung der Linearitat wurden die Flachen des
elektrochemischen Signals gegen die Konzentrationen aufgetragen und mittels

linearer Regression die Kalibriergeraden erstellt.

2.7.3.3 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze war definiert als die Konzentration der Kalibriergeraden, die
noch mit ausreichender Prazision und Richtigkeit (Variationskoeffizient, CV und
Richtigkeit, RE < 20 %) bestimmt werden konnte. Durchfuhrung siehe Kapitel 2.7.3.4.

2.7.3.4 Prazision und Richtigkeit

Die Bestimmung von Prazision und Richtigkeit erfolgte an zwei Tagen. Dazu wurden
Flnffachbestimmungen an drei verschiedenen Konzentrationsstufen, die jeweils den
gesamten Kalibrierungsbereich abdeckten, pro Analyt durchgefihrt. Es wurden
sowohl ,within-day precision“ als auch ,between-day precision® ermittelt. Beide
wurden durch den Variationskoeffizienten (CV [%]) beschrieben. Unter ,within-day
precision” versteht man die Prazision aus einer Mehrfachbestimmung innerhalb eines
analytischen Laufs, unter ,between-day precision die Prazision zwischen
Mehrfachbestimmungen an verschiedenen Tagen. Die ,between-day precision®
wurde aus den Mittelwerten der “within-day precision” an den jeweiligen
Konzentrationsstufen berechnet. Die Richtigkeit an den jeweiligen
Konzentrationsstufen wurde als prozentuale relative Abweichung (RE [%]) aus der
Kalibrierfunktion errechneten Konzentration zum wahren Wert angegeben. Der
wahre Wert war Uber die bekannte Einwaage des Analyten definiert (Guidance for

Industry (Draft) - Bioanalytical Methods Validation for Human Studies).
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Prazision bei Aufarbeitung mit Enzymassay

Um zu uberprifen, ob die Methode auch bei der Aufarbeitung mit Enzymassay valide
Ergebnisse liefert, wurden funf Plasmaproben an einer Konzentrationsstufe von

20 ng'mL™ nach Zugabe von R-Glucuronidase aufgearbeitet.

2.7.3.5 Wiederfindung

Die Wiederfindung der Analyten im Plasma nach Aufarbeitung wurde entsprechend
der Prazision und Richtigkeit fur alle Analyten an drei Konzentrationsstufen Uber
jeweils den gesamten Kalibrierbereich bestimmt. Dabei wurden die Peakflachen, die
durch direktes Einspritzen der Analyten in wassrig-methanolischer Losung erhalten
wurden, mit denen nach Plasmaaufarbeitung verglichen. Die Menge der Analyten in

den Plasmaproben entsprach der Menge, die direkt eingespritzt wurde.

2.7.3.6 Autosamplerstabilitat

Zur Bestimmung der Stabilitat im Autosampler wurden jeweils zwei Plasmaproben an
einer Konzentrationsstufe von 25 ngmL™ direkt nach der Aufarbeitung vermessen
und dann im Autosampler bei einer Temperatur von 15°C gelagert. Die Uberpriifung
der Stabilitat erfolgte nach 24, 48 und 72 h.

2.7.3.7 Quantifizierung der Plasmaproben aus der Hauptstudie

Zur Erstellung der Kalibriergeraden fur die Quantifizierung der Plasmaproben aus der
Hauptstudie wurden die an drei Tagen zur Bestimmung der Linearitat erhaltenen
Flachen je Konzentrationspunkt gemittelt und gegen die Konzentration aufgetragen.
Die resultierenden Kalibriergeraden und die Kalibrierfunktionen sind in Abb. 2.1

dargestellt.
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Abb. 2.1 Kalibriergeraden und Kalibrierfunktionen zur Quantifizierung der Analyten im Plasma.

2.8 Entwicklung und Validierung einer Methode zur Probenaufarbeitung und

Urinanalytik fiir die Hauptstudie

Die Methodenentwicklung zur Bestimmung von Kaffeesdure, Dihydrokaffeesaure,

Ferulasaure, Dihydroferulasaure, Isoferulasdaure und Luteolin in humanem Urin

basierte auf den in Kapitel 2.7 beschriebenen Methoden zur Aufarbeitung und HPLC

Analyse von humanem Plasma. Probenaufarbeitung und HPLC Gradient mussten

unter Berucksichtigung der veranderten Matrix geringfugig modifiziert werden.
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2.8.1 Probenaufarbeitung

Um sowohl mit Glucuronsaure und Schwefelsdure konjugierte als auch freie
Substanzen im Urin zu bestimmen, wurde die Aufarbeitung fir jede Probe mit und
ohne Glucuronidase-Assay durchgefuhrt. Die Aufarbeitung eines 500 uL Urinaliquots
erfolgte im Wesentlichen analog der Plasmaaufarbeitung (siehe Kapitel 2.7.1). Die
Methode erforderte das Einstellen der Proben auf pH 5, um dem pH Optimum des
Enzyms zu entsprechen. Da der pH-Wert der Urinproben durch den
Ascorbinsaurezusatz bereits im sauren Bereich lag, erfolgte die pH-Wert-Einstellung
mit 1 M Natronlauge. Aufgrund der hoheren Konzentrationen der Analyten im Urin
war aulRerdem eine Aufkonzentrierung der Proben wie bei der Plasmaufarbeitung
nicht mehr in dem MaRe notwendig. Nach dem Abdampfen des Uberstands wurde
der Ruckstand daher in 250 yL anstelle von 150 yL Methanol / Wasser 1:1 (V/V)

aufgenommen.

2.8.2 HPLC Analyse der Urinproben

Auch die Analyse der Urinproben erfolgte mit dem in Kapitel 2.3 beschriebenen
HPLC System. Zur selektiven Trennung der in Kapitel 2.8 aufgefihrten Analyten von
der Urinmatrix musste der zur Analyse der Plasmaproben entwickelte Gradient nur
leicht modifiziert werden. Alle anderen Methodenparameter und die

Fliel3mittelzusammensetzung blieben unverandert.

Tab. 2.4 Gradient zur Analyse der Urinproben aus der Hauptstudie.

t [min] FlieBmittel B [%]

0,0 28 linear bis

5,0 33 isokratisch bis
30,5 33 linear bis

42,5 45 isokratisch bis
57,5 45 linear bis

87,5 100 isokratisch bis
97,0 100 linear bis

98,0 28 isokratisch bis
108,0 28 Ende
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Um eine selektive Trennung der Analyten von Matrixpeaks zu erhalten, wurde das
Potential zur Auswertung von Dihydrokaffeesaure von 150 mV in 225 mV und das
von Isoferulasaure von 450 mV in 375 mV geandert. Die Auswertpotentiale aller

anderen Analyten entsprachen denen der Plasmaanalytik.

2.8.3 Validierung der Urinanalytik zur Auswertung der Hauptstudie

Die Validierung der Urinanalytik wurde entsprechend der in Kapitel 2.7.3

beschriebenen Kriterien fir die Plasmaanalytik vorgenommen.

Urinmatrix

Als Matrix fur die Validierung diente eine homogene Mischung aus blank Urin

(Nullwert) von sechs Probanden.

Standardlosung

Die Standardlosung enthielt die Analyten Kaffeesaure, Dihydrokaffeesaure,
Ferulasaure, Dihydroferulasaure, Isoferulasdure und Luteolin geldst in Methanol.
Diese Ldsung wurde bei Nichtgebrauch im Kuhlschrank bei 2-8°C gelagert. Zur
Validierung wurden jeweils 500 yL blank Urin mit 50 yL einer wassrigen
Verdinnungen der Standardldsung versetzt. Dadurch wurde sichergestellt, dass die

entstandene Matrix im Wesentlichen dem Urin glich.

2.8.3.1 Selektivitat

Zur Uberpriifung der Selektivitat wurde eine homogene Matrix aus blank Urin von
sechs Probanden mit und ohne Glucuronidase-Assay aufgearbeitet und auf

Interferenzen mit einer wassrigen Standardldésung verglichen.

2.8.3.2 Kalibrierfunktion und Linearitat

Die Linearitat wurde fur alle Analyten wie in Kapitel 2.7.3.2 beschrieben bestimmt.
Zur Bestimmung der Linearitat wurden jeweils die Flachen des elektrochemischen
Signals gegen die Konzentrationen aufgetragen und mittels linearer Regression die

Kalibriergeraden erstellt.
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2.8.3.3 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze war definiert als die Konzentration der Kalibriergeraden, die
noch mit ausreichender Prazision und Richtigkeit (Variationskoeffizient, CV und
Richtigkeit, RE < 20 %) bestimmt werden konnte. Durchfihrung siehe Kapitel 2.8.3.4.

2.8.3.4 Prazision und Richtigkeit

Die Bestimmung von Prazision und Richtigkeit wurde entsprechend Kapitel 2.7.3.4
durchgefuhrt.

2.8.3.5 Wiederfindung

Die Wiederfindung der Analyten im Urin nach Aufarbeitung wurde analog zu Kapitel
2.7.3.5 bestimmt.

2.8.3.6 Autosamplerstabilitat

Zur Bestimmung der Stabilitat im Autosampler wurden jeweils zwei Urinproben an
einer Konzentrationsstufe von 250 ng'mL™" direkt nach der Aufarbeitung vermessen
und dann im Autosampler bei einer Temperatur von 15°C gelagert. Die Uberpriifung
der Stabilitat erfolgte nach 24, 48 und 96 h.

2.8.3.7 Quantifizierung der Urinproben aus der Hauptstudie

Zur Erstellung der Kalibriergeraden fur die Quantifizierung der Urinproben aus der
Hauptstudie wurden die an drei Tagen zur Bestimmung der Linearitat erhaltenen
Flachen je Konzentrationspunkt gemittelt und gegen die Konzentration aufgetragen.
Die resultierenden Kalibriergeraden und die Kalibrierfunktionen sind in Abb. 2.2

dargestellt.
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Abb. 2.2 Kalibriergeraden und Kalibrierfunktionen zur Quantifizierung der Analyten im Urin.
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2.9 Pharmakokinetische Analyse

2.9.1 Nichtkompartimentelle Analyse

Die nichtkompartimentelle Analyse wurde unter Verwendung von Kinetica® 2000
Version 4.01 (InnaPhase Corporation, Philadelphia, USA) durchgeflihrt. Die von der
Software vorgegebenen pharmakokinetischen Parameter wurden wie folgt definiert:

Ciere maximale Plasmakonzentration

e Zeit zum Erreichen der maximalen Plasmakonzentration
Kel terminale Eliminationskonstante

ti2 terminale Eliminationshalbwertszeit

AUC_,jast .-area under the curve® Zeitpunkt t=0 bis zum letzten Messzeitpunkt

t=tiast

AUC;: »area under the curve” vom Zeitpunkt t=0 bis unendlich

Die Werte fur Cnax und tmax wurden direkt aus den gemessenen Daten erhalten.
AUC a5t Wwurde unter der Vorraussetzung, dass C,, grol3er als Cn.1 war, mit Hilfe der
.l0g-linearen” Trapezregel aus dem Konzentrations-Zeit-Verlauf von t=0 bis t=tjst
berechnet. AUCi: ergab sich aus computergestitzter Abschatzung von ke durch
lineare Regression der letzten Datenpunkte aus dem semilogarithmisch
transformierten  Konzentrations-Zeit-Verlauf. Grundlage war die Beziehung:

kel = Steigung * 2,303. T42 wurde aus dem Zusammenhang tq2 = Iny/ke bestimmt.

2.9.1.1 Abzug des Basiswertes fiir die nichtkompartimentelle Analyse

Trotz zweitagiger pflanzenfreier Diat wahrend der Run-In-Phase waren Kaffeesaure,
Ferulasaure, Dihydroferulasdure und Luteolin bereits vor Applikation der
Studienmedikation im Plasma nachweisbar. Vor der pharmakokinetischen
Auswertung wurde daher fur die o.g. Analyten ein Basiswert abgezogen. Die
gemessenen Plasmaspiegel zum Zeitpunkt t=0 und t=24 h entsprachen sich in etwa,
so dass vereinfachend davon ausgegangen wurde, dass die individuellen Basiswerte
wahrend des Studientages konstant blieben. Da die Plasmaspiegel an t=0 und t=24 h
jedoch haufig nicht exakt den gleichen Zahlenwert hatten, wurden individuell fur

jeden Probanden der erste und letzte Messzeitpunkt aus dem Konzentrations-Zeit-
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Verlauf mit einer Geraden verbunden und die Gradengleichung bestimmt. Aus der
Gleichung wurde dann fur jeden Messzeitpunkt t die Konzentration des Basiswertes

berechnet und von der gemessenen Konzentration abgezogen.

2.9.2 Statistik

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels Kinetica® 2000 Version 4.01
(InnaPhase Corporation, Philadelphia, USA). Entsprechend dem randomisierten
Cross-over-Studiendesign wurden die Daten mittels Two-Way Analysis of Variance
(ANOVA) ausgewertet. Als Faktoren galten Proband sowie Studienmedikation, als
abhangige Variablen wurden die pharmakokinetischen Parameter Cnax, tmax, AUCkot,
t2 und Ut gewahlt. Aufgrund der unterschiedlichen Dosierung der
Studienmedikationen erfolgte die statistische Auswertung von Cpax, AUCiot und Ut mit
dosisnormierten Werten. Dazu wurden fur die Substanzen Kaffeesaure,
Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure, Dihydroferulasdure und lIsoferulasdure die den
Caffeoylchinasauren aquivalenten Mengen Kaffeesaure (Gesamtextrakt 106,95 mg;
Spezialextrakt 153,84 mg) und flr Luteolin die den Flavonoiden &aquivalenten
Mengen Luteolin (Gesamtextrakt 14,40 mg; Spezialextrakt 35,23 mg) als Dosis
zugrunde gelegt. Zur besseren Annaherung der Daten an eine Normalverteilung
wurden alle Werte logarithmisch transformiert. Das Signifikanzniveau betrug
a =0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Pilotstudie

3.1.1 Nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt im Plasma
identifizierte Substanzen

Die Plasmaproben der Pilotstudie wurden mit der in Kapitel 2.5.2 beschriebenen
Methode mit bzw. ohne Glucuronidase-Assay aufgearbeitet und analysiert. Dabei
handelte es sich um eine vorlaufige nicht validierte Methodik. Zunachst stand die
Ermittlung von Substanzen, die nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt im
Plasma verfugbar waren und eine Konzentrationskinetik zeigten, im Vordergrund.
Genuine in Artischockenblatter-Extrakt enthaltene Caffeoylchinasdauren wurden
weder vor noch nach R-Glucuronidase-Assay in den Plasmaproben nachgewiesen
(Abb. 3.1). Nach enzymatischer Spaltung von Konjugaten konnten anhand von
Referenzsubstanzen aber Phase-I-Metabolite der Kaffeesaure (Ferulasaure,
Isoferulasaure) und die Hydrogenierungsprodukte Dihydrokaffeesaure und
Dihydroferulasaure im Plasma identifiziert werden (Abb. 3.2). Kaffeesdure selbst
wurde mit der analytischen Methode der Pilotstudie nicht erfasst. Wahrend der
Methodenentwicklung zur Hauptstudie zeigte sich jedoch, dass auch Kaffeesaure in
den Proben der Pilotstudie enthalten war. Bei Aufarbeitung ohne R-Glucuronidase-
Zusatz wurde nur Dihydroferulasaure in den Plasmaproben detektiert. Die genuinen
Caffeoylchinasauren aus Artischockenblatter-Extrakt lagen also in Form von
Kaffeesaure-, Dihydrokaffeesaure-, Dihydroferulasaure-, Ferulasaure-,
Isoferulasaure-Konjugaten und nicht-konjugierter Dihydroferulasaure im Plasma vor.
Es ist zu beachten, dass der Nachweis der Konjugate nur indirekt Uber enzymatische
Spaltung erfolgte.

Auch das genuin in Artischockenblatter-Extrakt enthaltene Luteolin-7-O-glucosid
wurde weder vor nach noch R-Glucuronidase-Assay in den Plasmaproben gefunden
(Abb. 3.1). Nach enzymatischer Spaltung von Konjugaten konnte jedoch anhand der
Referenzsubstanz das Aglykon Luteolin in den Plasmaproben identifiziert werden
(Abb. 3.2). Freies Luteolin wurde in den Plasmaproben nicht detektiert. Luteolin lag
demnach ausschliellich in Form von Phase-lI-Konjugaten im Plasma vor. Auch hier
ist zu beachten, dass der Nachweis der Konjugate nur indirekt Uber enzymatische

Spaltung erfolgte.
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Abb. 3.1 Vergleich der Chromatogramme: Plasmaprobe zum Zeitpunkt t=0 (blau), t=1,5h vor
enzymatischer Spaltung (gelb) und t=1,5h nach enzymatischer Spaltung (grin) mit einer

Standardlésung genuiner Extraktbestandteile (rot).
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Abb. 3.2 Identifizierung von Dihydrokaffeesaure, Dihydroferulasaure, Ferulasaure, Isoferulasaure und
Luteolin (nach enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt.
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3.1.2 ,Peakflachen“-Zeit-Verlaufe der im Plasma identifizierten Substanzen
nach enzymatischer Spaltung der Konjugate

Aufgrund des Pilotcharakters der Studie erfolgte die quantitative Auswertung lediglich
uber eine Bestimmung der Peakflachen. Die Auswertung der ,Peakflachen®-Zeit-
Verlaufe diente vor allem zur Planung der Hauptstudie hinsichtlich Messzeitraum,
Diat und Dosis.

Nach enzymatischer Spaltung der Konjugate ergaben sich fur die im Plasma

identifizierten Substanzen die in Abb. 3.3 dargestellten ,Peakflachen®-Zeit-Verlaufe.

Dihydrokaffeesaure Ferulasdure

Peakflache [nC]
Peakflache [nC]

Dihydroferulasaure Isoferulasaure
1000 150
o 80 —
(8]
£ 5
o 600 o 100
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= °
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& 200 & /\-\‘\-\‘
o
0+ T T T | 0 n .// ; ; - -
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
t [h] t[h]

Luteolin
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600 /. *\\_s%
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Abb. 3.3 Individuelle ,Peakflachen“-Zeit-Verlaufe (e Proband 1, A Proband 2, m Proband 3) fiir im
Plasma identifiziete Substanzen (nach enzymatischer Spaltung) nach Applikation von
Artischockenblatter-Spezialextrakt.
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Anhand ihrer Kinetiken konnten die Substanzen in zwei Gruppen eingeteilt werden.
Ferulasaure, Isoferulasdure und Luteolin erreichten nach 1,5 bis 2h,
Dihydrokaffeesaure und Dihydroferulasaure hingegen erst nach 6 bis 8 h maximale
Plasmaspiegel. Wahrend die Plasmaspiegel von Ferulasaure, Isoferulasaure und
Luteolin nach Erreichen des Maximums innerhalb des Messzeitraums von 8 h bereits
wieder fast auf die Basiswerte abfielen, wurde die Eliminationsphase von
Dihydrokaffeesaure und Dihydroferulasaure mit einer Messzeit von nur 8 h nicht
erfasst. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Beobachtungszeitraum fur die
Hauptstudie angepasst und bis t=24 h ausgedehnt.

Die ,Peakfachen“-Zeit-Verlaufe zeigten fur Proband 1, dass alle Substanzen bereits
vor der Applikation von Artischockenblatter-Extrakt im Plasma detektiert wurden. Bei
den Probanden 2 und 3 war hingegen nur Dihydroferulasaure vor Beginn der Studie
im Plasma nachweisbar. Proband 1 hatte nach eigenen Angaben die pflanzenfreie
Diat wahrend der Run-In-Phase nur einen statt der geforderten zwei Tage
eingehalten und war ein starker Kaffeetrinker. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass
die Einhaltung einer strikten pflanzenfreien Diat unbedingt erforderlich war, um
Basiswerte der Analyten zu Beginn der Studie zu vermeiden. Eine entsprechende
Diat wahrend der Run-In-Phase und Uber die gesamte Studiendauer wurde daher bei
der Planung der Hauptstudie berucksichtigt.

Deutlich war auch eine Dosisabhangigkeit aus den ,Peakflachen®-Zeit-Verlaufen zu
sehen. Fur Proband 1, der gegenuber Proband 2 und 3 die doppelte Dosis an
Artischockenblatter-Extrakt erhalten hatte, wurden bei allen Substanzen hohere
Plasmaspiegel gemessen. Nur fur Luteolin konnte in den maximalen Plasmaspiegel
von Proband 1 und 3 kaum ein Unterschied festgestellt werden. Da die Analytik fur
beide Dosierungen ausreichende Sensitivitat bot, konnte fir die Hauptstudie eine
Dosis im Bereich von 500 - 1000 mg Artischockenblatter-Spezialextrakt gewanhlt

werden.

3.1.3 Analytik der Pilotstudie und Methodenentwicklung

Ein weiterer Schwerpunkt der Pilotstudie lag auf der Entwicklung einer
Aufarbeitungs- und Analysenmethode flir die Hauptstudie. Die urspringlich speziell
zur Extraktion des Flavonoids Quercetin aus humanem Plasma entwickelte

Aufarbeitungsmethode war fur die Analyse der Plasmaproben der Pilotstudie nur
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bedingt geeignet. Wahrend das nach enzymatischer Spaltung von Konjugaten in den
Proben detektierte Flavonoid Luteolin zufriedenstellend extrahiert werden konnte,
zeigten die als Hydroxyzimtsauren identifizierten Substanzen in den generierten
Chromatogrammen Doppelpeaks (Abb. 3.2). Die Methode sah nach dem
Enzymassay kein weiteres Ansauern der Proben vor, so dass die phenolischen
Sauren teilweise protoniert als auch unprotoniert vorlagen. Die Probenaufarbeitung
musste demnach fur die Aufarbeitung der Hauptstudie optimiert werden (siehe
Kapitel 2.7.1).

Das zur Analyse der Proben verwendete analytische Verfahren (HPLC-CAD) war flr
die im Plasma identifizierten Substanzen ausreichend sensitiv. Der gewahlte
Gradient ermoglichte jedoch keine Abtrennung von Kaffeesaure von der
Plasmamatrix. Da sich die Selektivitat auch fur die anderen Substanzen wahrend den
Arbeiten zur Optimierung der Aufarbeitungsmethode verschlechterte, war fir die
Analyse der Hauptstudie die Entwicklung eines neuen robusteren Gradienten

notwendig (siehe Kapitel 2.7.2).

3.2 Methode zur simultanen Bestimmung von Dihydrokaffeesaure,
Kaffeesaure, Dihydroferulasaure, Ferulasaure, Isoferulasaure und Luteolin

im Plasma

Die zur Analyse der Plasmaproben aus der Hauptstudie entwickelte Methode ist im
Detail in Kapitel 2.7 beschrieben. Die Methode konnte nach Entwurfen fur
internationale Richtlinien zur Validierung bioanalytischer Methoden validiert werden

(Guidance for Industry (Draft) - Bioanalytical Methods Validation for Human Studies).

3.2.1 Selektivitat

Blank Plasma, das mit B-Glucuronidase-Zusatz aufgearbeitet wurde, zeigte an den
Retentionszeiten aller Analyten auRer Dihydrokaffeesaure und Isoferulasaure kleine
interferierende Peaks. Die hydrodynamischen Voltammogramme dieser Peaks
entsprachen denen der Analyten. Dies deutete darauf hin, dass das blank Plasma
trotz zweitagiger pflanzenfreier Diat wahrend der Run-In-Phase nicht vollstandig frei
von Analyten war. Der Vergleich des Chromatogramms von blank Plasma, das ohne

Glucuronidase-Assay aufgearbeitet worden war, mit dem von blank Plasma, das mit
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einer Standardldsung der Analyten versetzt worden war, zeigte jedoch keine
weiteren Interferenzen (Abb. 3.4).

Da das Enzymassay weder einen Einfluss auf die Selektivitat gegenuber
Plasmapeaks noch auf die Prazision (siehe Kapitel 3.2.3) der Aufarbeitung hatte,
wurden die Plasmaproben zur Methodenvalidierung ohne Enzymzusatz
aufgearbeitet. Dieses ermdglichte aufgrund der nicht interferierenden Peaks zugleich

das Erzielen einer niedrigeren Bestimmungsgrenze.
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Abb. 3.4 Chromatogramme von blank Plasma und blank Plasma versetzt mit Analyten.
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3.2.2 Kalibrierbereich, Linearitat und Bestimmungsgrenze

Der Kalibrierbereich lag fiir Kaffeesdure zwischen 2,07-51,65ngmL", fir
Dihydrokaffeesdure zwischen 2,04-76,65 ngmL™, fiir Ferulasdure zwischen 2,15-
53,65 ngmL", fiir Dihydroferulasdure  zwischen 2,11-79,20 ngmL™",  fiir
Isoferulasdure zwischen 1,05-52,60 ngmL" und fiir Luteolin zwischen 2,07-
258,63 ngmL™. Uber den gesamten Kalibrierbereich konnte jeweils die Linearitat
nachgewiesen werden. Im Anhang in Tab. 7.2 sind die Daten flr Kalibrierfunktion,
Steigung und Achsenabschnitt flr jeden Analyten im Einzelnen aufgelistet. Zusatzlich
wurden zur Uberpriifung der Linearitat fir alle Analyten die Residual Plots der
Kalibriergeraden erstellt. Die Ergebnisse dazu finden sich im Anhang in Abb. 7.1.

Die unterste Konzentration des Kalibrierbereichs stellte zugleich fur jeden Analyten
die Bestimmungsgrenze dar. Prazision und Richtigkeit an der Bestimmungsgrenze
(siehe Kapitel 3.2.3) entsprachen fur alle Substanzen den allgemein fur

bioanalytische Methoden akzeptierten Anforderungen.

3.2.3 Prazision und Richtigkeit

Die Variationskoeffizienten (CV) sowie relative Fehler (RE) waren fur alle Analyten
sowohl fur die ,within-day precision“ als auch fur die ,between-day precision flr die
mittlere und hohe Konzentration < 15 % und fur die Bestimmungsgrenze < 20 %. Sie
entsprachen somit den von der FDA flur die Validierung bioanalytischer Methoden
angegebenen Anforderungen. Die Daten zu Prazision und Richtigkeit sind fur alle
Analyten im Einzelnen im Anhang in Tab. 7.3 und Tab. 7.4 aufgefihrt.

Neben der Prazision bei Aufarbeitung ohne Enzymassay wurde zusatzlich die
Prazision bei Aufarbeitung mit Enzymassay bestimmt. Der Variationskoeffizient war
bei allen Analyten <15% (Tab. 3.1). Damit entsprach die Prazision auch nach
Zugabe des Enzyms den FDA Anforderungen fur die Validierung bioanalytischer
Methoden.
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Tab. 3.1 Prazision nach Aufarbeitung mit Enzymassay. Konzentration 20 ng'mL'1. Die Werte
entsprechen den Peakflachen in uC; KS=Kaffeesaure, DHKS=Dihydrokaffeesdure, FS=Ferulasaure,
DHFS=Dihydroferulasaure, IFS=Isoferulasaure, LUT=Luteolin.

KS DHKS FS DHFS IFS LUT
Lauft 0,83 0,49 0,69 1,29 0,64 0,33
Lauf2 0,92 0,54 0,76 1,39 0,74 0,36
Lauf3 0,85 0,49 0,79 1,34 0,65 0,42
Laufd 1,15 0,62 0,64 1,19 0,80 0,31
Laufs 1,00 0,60 0,78 1,02 0,73 0,31
MW 0,95 0,55 0,73 1,25 0,71 0,34
Sb 0,13 0,06 0,06 0,15 0,07 0,05
oV 13,75 11,08 8,85 11,75 9,44 13,61

3.2.4 Wiederfindung

Die mittlere Wiederfindung im Plasma lag fur Kaffeesdure bei 82 %, fir
Dihydrokaffeesaure bei 84 %, fur Ferulasaure bei 66 %, fur Dihydroferulasaure bei
75 % und fur Isoferulasaure bei 71 %. Luteolin wurde nach der Aufarbeitung im
Plasma zu 84 % wiedergefunden. Eine detaillierte Ubersicht Uber die

Wiederfindungen aller Analyten findet sich im Anhang in Tab. 7.5.

3.2.5 Autosamplerstabilitat

Nach Aufarbeitung der Plasmaproben waren alle Analyten bei Lagerung im
Autosampler (15°C) uber mindestens 72 h stabil (Tab. 3.2).

Tab. 3.2 Stabilitdt der Plasmaproben im Autosampler (15°C). Die angegebenen Werte entsprechen
den Mittelwerten aus je zwei Proben, Gehalt in [%)].

0h 24 h 48 h 72 h
Dihydrokaffeesiure 100,0 92,7 101,7 103,4
Kaffeesiure 100,0 101,1 97,0 99,2
Dihydroferulasiure 100,0 100,4 102,0 103,2
Ferulasiure 100,0 96,1 93,7 94,4
Isoferulasiure 100,0 92,4 95,1 95,5
Luteolin 100,0 97,6 93,6 99,7
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3.3 Methode zur simultanen Bestimmung von Dihydrokaffeesaure,
Kaffeesaure, Dihydroferulasaure, Ferulasaure, Isoferulasaure und Luteolin
im Urin

Die zur Analyse der Urinproben aus der Hauptstudie entwickelte Methode ist im

Detail im Kapitel 2.8 beschrieben. Die Methode konnte nach Entwarfen fur

internationale Richtlinien zur Validierung bioanalytischer Methoden validiert werden

(Guidance for Industry (Draft) - Bioanalytical Methods Validation for Human Studies).

3.3.1 Selektivitat

Blank Urin, der mit 3-Glucuronidase-Zusatz aufgearbeitet worden war, zeigte, wie
schon das Plasma, an den Retentionszeiten aller Analyten auller Isoferulasaure
interferierende Peaks. Die hydrodynamischen Voltammogramme dieser Peaks
entsprachen jedoch denen der Analyten; d.h. auch blank Urin war trotz zweitagiger
pflanzenfreier Diat wahrend der Run-In-Phase nicht vollstandig frei von Analyten.
Zusatzlich ergaben sich hier auch ohne [R-Glucuronidase-Zusatz Interferenzen. Der
Vergleich des Chromatogramms von blank Urin, der ohne Glucuronidase-Assay
aufgearbeitet worden war, mit dem von blank Urin, der mit einer Standardlésung der
Analyten versetzt war, zeigte jedoch das diese vernachlassigbar gering waren
(Abb. 3.5).

Da das Enzymassay keinen Einfluss auf die Selektivitat gegenuber der Urinmatrix
hatte und bereits bei der Plasmaaufarbeitung gezeigt wurde, dass der Enzymzusatz
keine Auswirkungen auf die Prazision hat, wurden die Urinproben zur

Methodenvalidierung im Folgenden ohne Enzymzusatz aufgearbeitet.
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Abb. 3.5 Chromatogramme von blank Urin und blank Urin versetzt mit Analyten.

3.3.2 Kalibrierbereich, Linearitat und Bestimmungsgrenze

Der Kalibrierbereich lag fir Kaffeesdure zwischen 0,03-1,15 pg'mL'1, far
Dihydrokaffeesdure zwischen 0,05-2,14 ygmL™, fir Ferulasdure zwischen 0,11-
2,22 ug'mL™", fiir Dihydroferulasdure zwischen 0,05-2,09 ugmL™, fiir Isoferulasdure
zwischen 0,05-1,04 pygmL™" und fir Luteolin zwischen 0,05-1,04 pygmL™. Uber den
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gesamten Kalibrierbereich konnte jeweils die Linearitat nachgewiesen werden. Im
Anhang in Tab.7.6 sind die Daten fur Kalibrierfunktion, Steigung und
Achsenabschnitt fur jeden Analyten im Einzelnen aufgelistet. Zusatzlich wurden zur
Uberprifung der Linearitat fur alle Analyten die Residual Plots der Kalibriergeraden
erstellt. Die Ergebnisse dazu finden sich im Anhang in Abb. 7.2.

Die unterste Konzentration des Kalibrierbereichs stellte zugleich fir jeden Analyten
die Bestimmungsgrenze dar. Prazision und Richtigkeit an der Bestimmungsgrenze
(siehe Kapitel 3.3.3) entsprachen fur alle Substanzen den allgemein flr

bioanalytische Methoden akzeptierten Anforderungen.

3.3.3 Prazision und Richtigkeit

Die Variationskoeffizienten (CV) sowie relative Fehler (RE) waren fur alle Analyten
sowohl fur die ,within-day precision“ als auch fur die ,between-day precision® fur die
mittlere und hohe Konzentration < 15 % und fur die Bestimmungsgrenze < 20 %. Sie
entsprachen somit den von der FDA fur die Validierung bioanalytischer Methoden
angegebenen Anforderungen. Die Daten zu Prazision und Richtigkeit sind fur alle

Analyten im Einzelnen im Anhang in Tab. 7.7 und Tab. 7.8 aufgefuhrt.

3.3.4 Wiederfindung

Die mittlere Wiederfindung im Urin lag fur Kaffeesdure bei 63 %, flur
Dihydrokaffeesaure bei 55 %, flr Ferulasaure bei 50 %, fur Dihydroferulasdure bei
69 % und fur Isoferulasaure bei 55 %. Luteolin wurde nach der Aufarbeitung im Urin
zu 81 % wiedergefunden. Eine detaillierte Ubersicht (iber die Wiederfindungen aller

Analyten findet sich im Anhang in Tab. 7.9.

3.3.5 Autosamplerstabilitat

Nach Aufarbeitung der Urinproben war keiner der Analyten bei Lagerung im
Autosampler (15°C) Uber 96 h stabil. Da auch bereits nach 48 h die Stabilitat nicht
mehr fur alle Analyten ausreichend gewahrleistet war, wurden die Messzyklen beim
Vermessen der Hauptstudie so gelegt, dass die Verweildauer der Proben im

Autosampler nicht mehr als 24 h betrug (Tab. 3.3).
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Tab. 3.3 Stabilitat der Urinproben im Autosampler. Die angegebenen Werte entsprechen den
Mittelwerten aus je zwei Proben, Gehalt in [%].

0Oh 24 h 48 h 96 h
Dihydrokaffeesiure 100,0 97,0 84,3 71,8
Kaffeesiure 100,0 95,8 81,0 73,6
Dihydroferulasiure 100,0 98,5 96,1 73,5
Ferulaséure 100,0 103,6 100,0 84,5
Isoferulasiure 100,0 96,7 78,1 70,6
Luteolin 100,0 99,4 88,8 68,3

3.4 Ergebnisse der Hauptstudie

3.4.1 Analytik der Plasmaproben vor und nach enzymatischer Spaltung von
Konjugaten

Die Plasmaproben der Hauptstudie wurden mit der hierfur entwickelten und
validierten Methode mit bzw. ohne Zusatz von [-Gucuronidase aufgearbeitet und
analysiert. Kaffeesaure und Luteolin konnten dabei ausschliel3lich nach
enzymatischer Spaltung von Konjugaten detektiert werden. Im Gegensatz dazu
kamen Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure und Isoferulasdure zumindest in geringen
Mengen und Dihydroferulasaure Uberwiegend in der nicht-konjugierten Form vor
(siehe Kapitel 3.4.2 bis 3.4.7). Genuine Extraktinhaltsstoffe wurden wie schon in der
Pilotstudie weder vor noch nach R-Glucuronidase-Zusatz detektiert.

Bei den Konjugaten konnte es sich sowohl um stellungsisomere Glucuronide als
auch Sulfate handeln. Eine genauere Spezifizierung war leider weder fur die
Hydroxyzimtsduren noch flr Luteolin mdglich. Nach enzymatischer Spaltung
verschwanden aus den Chromatogrammen zwar einige Substanzen. Diese zeigten
aber keine Konzentrationskinetik, wie es von Konjugaten der Analyten zu erwarten
gewesen ware. Da die Analyten jedoch eindeutig nach R-Glucuronidase-Zusatz
entstanden, war anzunehmen, dass die Konjugate mit Substanzen aus der
Plasmamatrix coeluierten oder mit dem verwendeten Analyseverfahren nicht erfasst
wurden. Der Nachweis der Konjugate erfolgte somit nur indirekt durch enzymatische
Spaltung.

Einzig Luteolin-7-O-glucuronid stand als Referenzsubstanz zur Verfligung. Ein

Vergleich der Chromatogramme zwischen den Plasmaproben und dem
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Referenzstandard zeigte jedoch, dass Luteolin-7-O-glucuronid nicht im Plasma
enthalten war (Abb. 3.6). Luteolin musste somit in Form anderer Glucuronide oder

Sulfate im Plasma vorliegen.
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Abb. 3.6 Vergleich der Chromatogramme von einer blank Plasmaprobe versetzt mit Luteolin-7-O-
glucuronid (rot) und einer Plasmaprobe zum Zeitpunkt t=0,5 h aufgearbeitet ohne Zusatz von R-
Glucuronidase (grin), @ 300 mV.

3.4.2 Plasmakonzentrationen von Kaffeesaure nach Applikation von

Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt

Kaffeesaure konnte nur nach enzymatischer Spaltung von Konjugaten im Plasma
nachgewiesen werden. Daher beziehen sich alle im Weiteren beschriebenen
Konzentrationen auf den Gesamtgehalt nach Hydrolyse.

Bereits vor Applikation der Artischockenblatter-Extrakte wurden geringe Mengen von
Kaffeesaure in den Proben gemessen. Eine Erhdhung der Plasmakonzentrationen
wurde rasch 15 min nach Applikation der Extrakte beobachtet. Um den Anteil an
Kaffeesaure, der durch die Studienmedikation hervorgerufen wurde, zu bestimmen,
wurde ein Basiswert wie in Kapitel 2.9.1.1 beschrieben von den gemessenen
Konzentrationen abgezogen. Danach ergaben sich maximale Plasmaspiegel von
6,51+ 1,89 ngmL" (Gesamtextrakt) und 8,04 +2,64ngmL™" (Spezialextrakt), die
nach ca. 1 h erreicht wurden.

Eine Ubersicht (ber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen
Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.4 und Tab. 3.5 gegeben. Die individuellen Daten
jedes Probanden finden sich im Anhang in Tab.7.10 und Tab.7.11. Die
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Konzentrations-Zeit-Kurven verliefen fir beide Praparate annahernd parallel. Auffallig
war nur, dass die Kurve nach Applikation des Spezialextrakts vor Erreichen der
maximalen Plasmakonzentration leicht abgeflacht und das Maximum damit etwas
spater war. Die Kurven folgten einem biphasischen Verlauf, unterteilt in eine schnelle

Verteilungs- und eine langsamere Eliminationsphase (Abb. 3.7).

Tab. 3.4 Kaffeesdure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden nach
Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp Median Cp | Max Cp

[h] [ngmL"] | [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 6,56 3,29 2,12 5,61 13,39 14
0,25 8,74 2,28 5,49 9,20 12,87 14
0,50 9,60 2,60 5,39 9,55 13,08 14
0,75 10,09 2,33 6,40 10,11 14,82 14
1,00 9,79 2,37 6,16 9,69 14,62 14
1,50 9,10 2,30 4,58 9,93 11,92 14
2,00 8,23 2,59 4,06 7,38 12,13 14
3,00 7,53 2,33 3,81 717 12,27 14
4,00 6,87 1,93 3,67 6,84 9,69 14
6,00 5,81 1,84 1,69 6,26 8,53 14
8,00 5,57 2,01 2,09 5,68 9,51 14
12,00 5,18 1,61 2,64 5,37 7,14 14
24,00 4,38 1,65 0,97 4,51 6,40 14
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Tab. 3.5 Kaffeesaure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden nach

Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt.
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 7,06 3,36 2,40 6,75 14,86 14
0,25 8,93 2,75 5,21 8,90 14,76 14
0,50 10,95 1,94 7,69 11,19 14,76 14
0,75 11,02 2,33 7,97 10,82 14,86 14
1,00 11,24 3,53 5,88 11,02 18,01 14
1,50 12,26 2,83 7,14 12,38 18,46 14
2,00 9,54 2,95 5,04 9,08 15,39 14
3,00 8,61 2,61 5,14 7,89 14,86 14
4,00 7,98 2,35 4,44 7,36 12,31 14
6,00 6,05 1,70 3,36 6,09 8,85 14
8,00 5,53 1,88 1,82 6,05 7,69 14
12,00 5,33 1,49 2,48 5,39 7,55 14
24,00 4,51 1,40 2,16 4,71 6,61 14

18 - —a— Gesamtextrakt

Cp total [ng mL™]
©

Spezialextrakt

‘ I 7 T
_ [T 1 {
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 4 8 12 16 20 24
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Abb. 3.7 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Kaffeesaure (nach
enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen

die Standardabweichung vom Mittelwert dar.
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3.4.3 Plasmakonzentrationen von Dihydrokaffeesaure nach Applikation von
Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt

Dihydrokaffeesaure wurde Uberwiegend nach enzymatischer Spaltung von Konjugate
im Plasma detektiert. Sowohl nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- als
auch Spezialextrakt konnte jedoch bei jeweils 9 der 14 Probanden auch die freie
Form vor enzymatischer Spaltung bestimmt werden. Wurde vom Gesamtgehalt der
freie Anteil abgezogen, resultierte der Anteil des Gesamtgehalts, der in Form von
Konjugaten vorlag. Die Konzentrations-Zeit-Profile von Gesamtgehalt, freier Form
und Konjugaten zeigten einen parallelen Verlauf (Abb. 3.8). Der Anteil der freien
Form am Gesamtgehalt betrug nach Applikation beider Extrakte in etwa 30 %.
Obwohl Dihydrokaffeesaure sowohl vor als auch nach enzymatischer Hydrolyse
bestimmt wurde, beziehen sich die weiteren Beschreibungen zur Vereinfachung nur
auf den Gesamtgehalt nach Hydrolyse.

Vor Applikation der Artischockenblatter-Extrakte war Dihydrokaffeesaure im Plasma
nicht nachweisbar und wurde deutlich verzogert erst 2 bis 3 h nach Applikation der
Extrakte im Plasma detektiert. Maximale Plasmaspiegel von 21,30 + 12,35 ngmL”’
(Gesamtextrakt) und 29,53 + 12,40 ng'mL'1 (Spezialextrakt) wurden zwischen 6 und
7 h gemessen.

Eine Ubersicht (ber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen
Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.6 und Tab. 3.7 gegeben. Die individuellen Daten
jedes Probanden fur den Gesamtgehalt und die freie Form finden sich im Anhang in
Tab. 7.12 bis Tab. 7.15. Die Konzentrations-Zeit-Kurven verliefen fur beide Praparate
annahernd parallel. Durch das spate Maximum lagen innerhalb der
Eliminationsphase wenig Messpunkte, so dass dieser Bereich nur ungenau
beschrieben werden konnte. Verteilungs- und Eliminationsphase schienen danach

ungefahr gleich zu verlaufen (Abb. 3.9).
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Tab. 3.6 Dihydrokaffeesdure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden
nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL™" | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14
0,25 0,53 1,44 0,00 0,00 4,99 14
0,50 0,59 1,51 0,00 0,00 4,33 14
0,75 0,40 1,02 0,00 0,00 3,13 14
1,00 0,39 0,99 0,00 0,00 3,02 14
1,50 0,30 0,77 0,00 0,00 2,22 14
2,00 0,42 0,99 0,00 0,00 3,13 14
3,00 3,01 5,09 0,00 0,14 17,26 14
4,00 7,74 7,83 0,00 6,03 22,60 14
6,00 19,63 13,61 4,00 16,68 53,06 14
8,00 11,52 9,21 0,00 11,25 29,21 14
12,00 2,45 3,66 0,00 0,16 10,00 14
24,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14

Tab. 3.7 Dihydrokaffeesaure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden
nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp Median Cp | Max Cp
[h] [ngmL™" | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,25 0,25 0,29 1,10 0,00 0,00 4,11

0,50 0,50 0,48 1,65 0,00 0,00 6,20
0,75 0,75 0,73 1,90 0,00 0,00 6,78
1,00 1,00 1,25 2,33 0,00 0,00 7,44
1,50 1,50 2,53 5,15 0,00 0,00 13,98
2,00 2,00 4,34 7,33 0,00 0,00 21,10
3,00 3,00 10,38 12,36 0,00 5,19 34,79
4,00 4,00 18,03 13,68 0,00 13,96 47,58
6,00 6,00 24,71 12,63 0,00 21,85 49,37
8,00 8,00 13,77 12,01 0,00 11,44 38,45
12,00 12,00 2,13 3,22 0,00 0,54 10,51
24,00 24,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Abb. 3.8 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Dihydrokaffeesdure nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt: Gesamtgehalt, freie Form, Gesamtgehalt minus freie
Form.
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Abb. 3.9 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Dihydrokaffeesaure (nach
enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung vom Mittelwert dar.

3.4.4 Plasmakonzentrationen von Ferulasaure nach Applikation von

Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt

Ferulasdure wurde zum groften Teil erst nach enzymatischer Spaltung von
Konjugaten im Plasma detektiert. Sowohl nach Applikation von Artischockenblatter-
Gesamt- als auch Spezialextrakt konnte jedoch bei jeweils 12 der 14 Probanden
auch die freie Form vor enzymatischer Spaltung nachgewiesen werden. Wurde vom
Gesamtgehalt der freie Anteil abgezogen, resultierte der Anteil des Gesamtgehalts,
der in Form von Konjugaten vorlag. Im Gegensatz zu Dihydrokaffeesaure zeigten die

Konzentrations-Zeit-Kurven von Gesamtgehalt und freier Form flr Ferulasaure einen
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nicht ganz parallelen Verlauf. Bei der freien Form war der Konzentrationsanstieg
wahrend der Eliminationsphase starker ausgepragt. Zwischen den beiden Extrakten
unterschieden sich die mittleren Konzentrationen der freien Form trotz der
verschiedenen applizierten Dosen fast gar nicht. Damit war der Anteil der freien Form
am Gesamtgehalt nach Applikation des Gesamtextrakts grolRer und das
Eliminationsprofil etwas starker durch den Einfluss der freien Form gepragt als nach
Applikation des Spezialextrakts (Abb. 3.10). Dieses musste allerdings unter dem
Vorbehalt betrachtet werden, dass die Konzentrationen der freien Form vielfach unter
der Bestimmungsgrenze lagen und es sich somit auch um Messartefakte handeln
konnte. Die im Folgenden beschriebenen Konzentrationen beziehen sich daher nur
auf den Gesamtgehalt nach Hydrolyse.

Vor Applikation der Artischockenblatter-Extrakte waren bereits geringe Mengen
Ferulasaure in den Proben nachweisbar. Die Plasmakonzentrationen erhdhten sich
jedoch bereits 15 min nach Applikation der Extrakte deutlich. Um den Anteil an
Ferulasaure, der durch die Studienmedikation hervorgerufen wurde, zu bestimmen,
wurde ein Basiswert wie in Kapitel 2.9.1.1 beschrieben von den gemessenen
Konzentrationen abgezogen. Danach ergaben sich maximale Plasmaspiegel von
8,89 + 1,65 ngmL™" (Gesamtextrakt) und 15,37 + 3,85 ngmL™" (Spezialextrakt), die
nach ca. 1 h erreicht wurden.

Eine Ubersicht (ber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen
Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.8 und Tab. 3.9 gegeben. Die individuellen Daten
jedes Probanden fiur den Gesamtgehalt und die freie Form finden sich im Anhang in
Tab. 7.16 bis Tab. 7.19. Die Konzentrations-Zeit-Kurven verliefen fur beide Praparate
annahernd parallel. Ahnlich wie bei Kaffeesdure, nur etwas schwécher ausgepragt,
war die Kurve nach Applikation des Spezialextrakts vor Erreichen der maximalen
Plasmakonzentration leicht abgeflacht und das Maximum somit auch hier etwas
spater. Die Kurven folgten einem biphasischen Verlauf, unterteilt in eine schnelle
Verteilungs- und eine langsamere Eliminationsphase. Nach Erreichen des
Maximums fielen die Plasmakonzentrationen zunachst rasch ab, um dann nur noch
langsam zu sinken. Nach Applikation des Gesamtextrakts war nach etwa 4 bis 6 h

sogar wieder ein leichter Anstieg der Konzentrationen zu beobachten (Abb. 3.11).
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Tab. 3.8 Ferulasaure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden nach
Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 2,12 1,18 0,54 2,01 3,98 14
0,25 6,37 2,16 2,89 6,35 10,57 14
0,50 9,60 2,75 5,33 8,98 13,95 14
0,75 10,51 2,27 7,29 9,67 14,60 14
1,00 9,51 1,76 6,89 9,09 12,17 14
1,50 8,39 1,94 5,51 8,51 12,27 14
2,00 6,82 2,18 3,40 6,93 11,51 14
3,00 5,59 1,31 3,98 5,27 8,82 14
4,00 5,04 2,12 2,79 3,86 8,60 14
6,00 6,87 1,61 3,98 7,69 8,57 14
8,00 6,55 1,97 4,20 6,15 10,46 14
12,00 5,24 2,20 1,43 5,26 10,13 14
24,00 2,01 1,24 0,50 1,89 413 14

Tab. 3.9 Ferulasaure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt.

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

t MW Cp SD Cp Min Cp Median Cp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 2,43 1,51 0,12 2,43 4,67 14
0,25 11,80 5,16 6,27 11,20 25,19 14
0,50 14,85 5,42 7,26 14,11 28,31 14
0,75 15,44 415 7,80 15,31 23,48 14
1,00 16,17 3,46 11,58 16,28 21,80 14
1,50 15,60 3,55 10,06 15,57 20,13 14
2,00 12,35 3,64 5,18 12,98 17,18 14
3,00 9,29 2,84 4,71 10,31 13,66 14
4,00 9,21 1,76 6,20 8,86 12,53 14
6,00 8,47 3,16 3,08 8,57 13,22 14
8,00 7,98 3,73 2,14 7,33 13,58 14
12,00 5,34 2,93 1,08 4,56 10,02 14
24,00 2,27 1,30 0,06 2,68 4,31 14
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Abb. 3.10 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Ferulasdure nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt: Gesamtgehalt, freie Form, Gesamtgehalt minus freie
Form.
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Abb. 3.11 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Ferulasdure (nach
enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung vom Mittelwert dar.

3.4.5 Plasmakonzentrationen von Dihydroferulasaure nach Applikation von

Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt

Dihydroferulasaure war im Gegensatz zu den anderen Hydroxyzimtsduren
uberwiegend unkonjugiert im Plasma zu finden. Die enzymatische Spaltung von
Konjugaten hatte nur noch eine geringe Erhohung der Konzentrationen zur Folge.
Wurde vom Gesamtgehalt der freie Anteil abgezogen, resultierte der Anteil des
Gesamtgehalts, der in Form von Konjugaten vorlag. Die Konzentrations-Zeit-Profile
von Gesamtgehalt, freier Form und Konjugaten zeigten einen parallelen Verlauf

(Abb. 3.12). Der Anteil der freien Form am Gesamtgehalt betrug nach Applikation
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beider Extrakte in etwa 75 %. Obwohl Dihydroferulasaure sowohl vor als auch nach
enzymatischer Hydrolyse bestimmt wurde, beziehen sich die weiteren
Beschreibungen zur Vereinfachung nur auf den Gesamtgehalt nach Hydrolyse.
Dihydroferulasaure wurden bereits vor Applikation der Artischockenblatter-Extrakte in
geringen Mengen in den Plasmaproben gemessen. Eine Erhéhung der
Plasmakonzentrationen wurde wie bei Dihydrokaffeesaure deutlich verzdgert erst 2
bis 3h nach Applikation der Extrakte beobachtet. Um den Anteil an
Dihydroferulasaure, der durch die Studienmedikation hervorgerufen wurde, zu
bestimmen, wurde ein Basiswert wie in Kapitel 2.9.1.1 beschrieben von den
gemessenen Konzentrationen abgezogen. Danach ergaben sich maximale
Plasmaspiegel von 27,56 + 13,79 ngmL™ (Gesamtextrakt) und 39,72 + 15,51 ngmL"
(Spezialextrakt), die nach 6 bis 7 h erreicht wurden.

Eine Ubersicht (ber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen
Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.10 und Tab. 3.11 gegeben. Die individuellen Daten
jedes Probanden fur den Gesamtgehalt und die freie Form finden sich im Anhang in
Tab. 7.20 bis Tab. 7.23. Die Konzentrations-Zeit-Kurven verliefen fur beide Praparate
annahernd parallel. Durch das spate Maximum lagen innerhalb der
Eliminationsphase wenig Messpunkte, so dass dieser Bereich nur ungenau
beschrieben werden konnte. Verteilungs- und Eliminationsphase schienen danach
ungefahr gleich zu verlaufen (Abb. 3.13).
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Tab. 3.10 Dihydroferulasaure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden
nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 16,07 10,99 4,88 10,93 35,91 14
0,25 18,50 11,77 6,75 11,83 44,27 14
0,50 18,14 12,12 4,94 12,68 4213 14
0,75 17,35 11,92 5,49 11,21 46,42 14
1,00 15,53 11,16 4,42 9,55 41,09 14
1,50 13,57 9,68 3,93 8,28 35,64 14
2,00 11,72 9,25 3,04 7,39 32,33 14
3,00 10,78 7,84 1,21 10,15 25,16 14
4,00 18,53 13,68 2,15 21,09 43,69 14
6,00 34,72 15,76 12,81 32,77 77,05 14
8,00 25,47 12,19 8,10 22,43 45,53 14
12,00 15,43 10,19 1,65 12,77 32,88 14
24,00 8,57 7,02 1,27 5,19 20,99 14

Tab. 3.11 Dihydroferulasdure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden
nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp Median Cp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 14,69 13,06 0,66 11,90 40,05 13
0,25 16,69 13,76 1,49 12,43 43,29 13
0,50 16,18 13,07 2,53 12,00 38,70 13
0,75 15,39 11,47 3,50 11,48 36,25 13
1,00 15,48 12,37 3,66 8,86 35,33 13
1,50 15,15 11,58 3,81 10,36 38,58 13
2,00 14,97 10,97 3,41 11,68 41,88 13
3,00 20,83 14,25 1,97 22,77 47,15 13
4,00 30,06 16,01 7,79 24,93 61,06 13
6,00 45,29 19,73 19,55 40,69 81,58 13
8,00 29,41 18,07 4,33 34,26 59,53 13
12,00 16,06 12,27 2,37 10,70 37,17 13
24,00 10,55 9,06 1,35 6,75 23,02 13
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Abb. 3.12 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Dihydroferulasaure nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt: Gesamtgehalt, freie Form, Gesamtgehalt minus freie
Form.
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Abb. 3.13 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Dihydroferulasaure (nach
enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung vom Mittelwert dar.

3.4.6 Plasmakonzentrationen von Isoferulasaure nach Applikation von

Artischockenblatter- Gesamt- und Spezialextrakt

Isoferulasaure wurde zum groften Teil erst nach enzymatischer Spaltung im Plasma
detektiert. Nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt konnte jedoch
bei 8 der 14 Probanden und nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt
bei allen Probanden auch die freie Form vor enzymatischer Spaltung nachgewiesen
werden. Wurde vom Gesamtgehalt der freie Anteil abgezogen, resultierte der Anteil
des Gesamtgehalts, der in Form von Konjugaten vorlag. Die Konzentrations-Zeit-

Profile von Gesamtgehalt, freier Form und Konjugaten zeigten einen parallelen
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Verlauf (Abb. 3.14). Der Anteil der freien Form am Gesamtgehalt schien dabei nach
Applikation des Gesamtextrakts geringer zu sein. Dieses musste allerdings unter
dem Vorbehalt betrachtet werden, dass die Konzentrationen der freien Form vielfach
unter der Bestimmungsgrenze lagen und es sich somit auch um Messartefakte
handeln konnte. Die im Folgenden beschriebenen Konzentrationen beziehen sich
daher nur auf den Gesamtgehalt nach Hydrolyse.

Vor Applikation der Artischockenblatter-Extrakte war Isoferulasaure im Plasma nicht
nachweisbar, konnte aber bereits 15min nach Applikation beider
Studienmedikationen im Plasma detektiert werden. Maximale Plasmaspiegel von
7,89 +2,17 ngmL" (Gesamtextrakt) und 10,51 +2,43 ngmL" (Spezialextrakt)
wurden nach ca. 1 h gemessen.

Eine Ubersicht Uber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen
Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.12 und Tab. 3.13 gegeben. Die individuellen Daten
jedes Probanden fiur den Gesamtgehalt und die freie Form finden sich im Anhang in
Tab. 7.24 bis Tab. 7.27. Die Konzentrations-Zeit-Kurven verliefen fur beide Praparate
annahernd parallel. Wie schon fur Kaffeesaure und Ferulasaure beschrieben, war
auch hier die Kurve nach Applikation des Spezialextrakts vor Erreichen der
maximalen Plasmakonzentration leicht abgeflacht und das Maximum etwas spater.
Die Kurven folgten einem biphasischen Verlauf, unterteilt in eine schnelle

Verteilungs- und eine langsamere Eliminationsphase (Abb. 3.15).
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Tab. 3.12 Isoferulasdure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden
nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14
0,25 4,91 1,77 2,34 4,78 7,28 14
0,50 6,61 2,27 3,24 6,09 10,27 14
0,75 7,44 1,76 5,49 7,20 11,80 14
1,00 6,94 2,59 3,27 6,12 13,65 14
1,50 6,06 2,27 3,20 5,72 11,99 14
2,00 4,78 2,09 2,27 4,30 10,50 14
3,00 412 1,94 2,32 3,48 9,77 14
4,00 3,49 1,52 2,10 3,06 7,15 14
6,00 2,68 1,63 0,27 2,27 6,52 14
8,00 1,71 1,29 0,04 1,54 4,80 14
12,00 0,71 0,93 0,00 0,41 2,87 14
24,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14

Tab. 3.13 Isoferulasdure-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden
nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp Median Cp | Max Cp

[h] [ngmL™ | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13
0,25 6,61 3,40 0,80 7,25 10,70 13
0,50 8,63 3,06 2,97 8,41 12,13 13
0,75 8,81 3,29 3,24 8,68 14,28 13
1,00 9,83 2,66 5,62 9,26 14,55 13
1,50 9,15 2,58 5,92 8,54 13,45 13
2,00 7,43 2,49 4,40 6,69 11,40 13
3,00 5,75 1,78 2,90 5,33 9,24 13
4,00 4,44 1,74 2,71 3,70 8,21 13
6,00 2,71 1,55 0,82 2,48 6,25 13
8,00 1,32 1,45 0,00 0,81 4,76 13
12,00 0,73 1,18 0,00 0,17 3,53 13
24,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13
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Abb. 3.14 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Isoferulasdure nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt: Gesamtgehalt, freie Form, Gesamtgehalt minus freie
Form.
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Abb. 3.15 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Isoferulasaure (nach
enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung vom Mittelwert dar.

3.4.7 Plasmakonzentrationen von Luteolin nach Applikation von

Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt

Luteolin konnte nur nach enzymatischer Spaltung von Konjugaten im Plasma
nachgewiesen werden. Daher beziehen sich alle im Weiteren beschriebenen
Konzentrationen auf den Gesamtgehalt nach Hydrolyse.

Bereits vor Applikation der Artischockenblatter-Extrakte wurden geringe Mengen von
Luteolin in den Proben gemessen. Eine Erhohung der Plasmakonzentrationen wurde
rasch 15 min nach Applikation der Extrakte beobachtet. Um den Anteil an Luteolin,

der durch die Studienmedikation hervorgerufen wurde, zu bestimmen, wurde ein
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Basiswert wie in Kapitel 2.9.1.1 beschrieben von den gemessenen Konzentrationen

abgezogen. Danach ergaben sich maximale Plasmaspiegel von 59,07 + 32,82 ngmL’

! (Gesamtextrakt) und 156,51 + 92,25 ng'mL'1 (Spezialextrakt), die sehr schnell nach
30 bis 40 min erreicht wurden.

Eine Ubersicht (ber die einzelnen Plasmakonzentrationen zum jeweiligen
Abnahmezeitpunkt ist in Tab. 3.14 und Tab. 3.15 gegeben. Die individuellen Daten
jedes Probanden finden sich im Anhang in Tab.7.28 und Tab.7.29. Die
Konzentrations-Zeit-Kurven verliefen flir beide Praparate annahernd parallel. Die
Kurven folgten einem biphasischen Verlauf, unterteilt in eine schnelle Verteilungs-

und eine langsamere Eliminationsphase (Abb. 3.16).

Tab. 3.14 Luteolin-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden nach
Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL"] | [ngmL™" | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] "
0,00 5,88 2,21 2,76 5,38 10,89 14
0,25 63,47 33,08 26,17 55,04 142,51 14
0,50 46,91 21,62 23,71 40,42 97,40 14
0,75 42,80 17,85 19,72 37,21 69,86 14
1,00 32,27 11,21 17,06 28,56 54,10 14
1,50 27,40 8,01 17,91 25,42 45,45 14
2,00 21,10 7,95 13,54 18,44 42,03 14
3,00 19,11 8,77 10,51 16,63 40,89 14
4,00 20,82 13,54 12,59 15,28 56,56 14
6,00 20,85 13,28 7,39 19,00 60,74 14
8,00 13,50 7,72 4,78 11,55 37,86 14
12,00 8,23 2,74 3,69 7,80 13,54 14
24,00 577 1,63 3,23 5,24 8,91 14
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Tab. 3.15 Luteolin-Plasmakonzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) aller Probanden nach
Applikation von  Artischockenblatter-Spezialextrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

t MW Cp SD Cp Min Cp MedianCp | Max Cp

[h] [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL"] | [ngmL’] "
0,00 7,83 4,40 3,53 6,51 21,14 14
0,25 155,75 95,56 54,66 145,50 391,32 14
0,50 126,36 56,84 62,36 111,08 240,70 14
0,75 112,21 40,48 60,17 104,29 187,52 14
1,00 105,22 38,81 47,26 101,53 173,28 14
1,50 93,08 36,39 38,43 87,67 163,78 14
2,00 79,36 39,14 33,68 74,80 161,22 14
3,00 66,35 24,83 21,43 69,00 124,09 14
4,00 59,14 26,91 27,31 56,61 119,91 14
6,00 45,60 33,93 12,59 35,01 140,61 14
8,00 24,84 19,10 8,94 18,29 80,12 14
12,00 15,96 7,43 8,26 13,97 34,25 14
24,00 6,66 2,07 3,18 6,44 10,60 14
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Abb. 3.16 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen von Luteolin (nach
enzymatischer Spaltung) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen
die Standardabweichung vom Mittelwert dar.
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3.4.8 Weitere Metabolite im Plasma

Alle bisher nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt im Plasma detektierten
Substanzen, die einer Konzentrationskinetik folgten, konnten anhand von
Referenzsubstanzen zugeordnet werden. Eine bislang nicht identifizierte Substanz
zeigte allerdings ebenfalls eine deutliche Kinetik. Das hydrodynamische
Voltammogramm dieser Substanz entsprach dem von Dihydroferulasaure mit einem
Maximum bei 375 mV. Ahnlich wie Dihydroferulasdure hatte die unbekannte
Substanz bei 6 bis 7 h ein Maximum und lag Uberwiegend in der nicht-konjugierten
Form in den Proben vor (Abb. 3.17 und Abb. 3.18). Mit einer Retentionszeit von
38 min eluierte sie wenige Minuten nach Dihydroferulasaure, was darauf hindeutete,
dass es sich um Dihydroisoferulasaure handeln kénnte. Auch Isoferulasaure wurde
kurz hinter Ferulasaure detektiert. Dihydroisoferulasaure lag als Referenzsubstanz
nicht vor, so dass zur Zeit versucht wird, die Identitdt der unbekannten Substanz

mittels Massenspektrometrie zu bestimmen.
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Abb. 3.17 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen (berechnet als
Dihydroferulasaure) von der unbekannte Substanz (hach enzymatischer Spaltung) nach Applikation
von Artischockenblatter-Extrakt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung vom Mittelwert dar.
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Abb. 3.18 Graphische Darstellung der mittleren Plasmakonzentrationen (berechnet als
Dihydroferulasdure) von der unbekannte Substanz vor und nach enzymatischer Spaltung nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
vom Mittelwert dar.

3.4.9 Renale Elimination der nach Applikation von Artischockenblatter-

Gesamt- und Spezialextrakt im Plasma identifizierten Substanzen

Zur Bestimmung des Gesamtgehalts und des unkonjugierten Anteils der Analyten im
24 h-Urin wurden die Urinproben mit der hierfur entwickelten und validierten Methode
mit bzw. ohne Zusatz von R-Gucuronidase aufgearbeitet. Dabei konnten
Isoferulasaure und Luteolin ausschlieBlich nach enzymatischer Spaltung von
Konjugaten detektiert werden. Im Gegensatz dazu kamen Kaffeesaure,
Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure und Dihydroferulasaure im Urin auch in der freien
Form vor. Der unkonjugierte Anteil am Gesamtgehalt betrug fur Kaffeesaure,
Dihydrokaffeesdure und Ferulasdure zwischen 13 und 18 % und flr
Dihydroferulasaure etwa 28 % (Abb. 3.19). Ein Unterschied zwischen den beiden

Studienmedikationen wurde nicht beobachtet.
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Abb. 3.19 Unkonjugierter Anteil der Analyten (MW+SD) im 24 h-Urin nach Applikation von
Artischockenblatter-Extrakt. KS=Kaffeesaure, DHKS=Dihydrokaffeesaure, FS=Ferulasaure,
DHFS=Dihydroferulasaure.

Um den Plasmadaten zu entsprechen, beziehen sich die folgenden Angaben stets
auf den Gesamtgehalt der Analyten nach enzymatischer Spaltung der Konjugate. Die
insgesamt nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt im
24 h-Urin eliminierten Mengen (Ut) sind in Abb. 3.20 dargestellt. Die zu erkennenden
Unterschiede zwischen den beiden Extrakten lieRen sich durch die verschiedenen
Mengen an Caffeoylchinasauren bzw. Flavonoiden in den beiden Extrakten erklaren.
Nach Dosisnormierung war fur keinen der Analyten ein signifikanter Unterschied
(p < 0,05) zwischen den Extrakten festzustellen. Deutliche Unterschiede zeigten sich
jedoch zwischen den einzelnen Hydroxyzimtsauren. Wurde die Summe der
eliminierten Mengen aller Hydroxyzimtsauren als 100 %-Wert gesetzt, ergab sich die
in Abb. 3.21 dargestellte prozentuale Verteilung der Hydroxyzimtsauren im Urin.

Wie schon bei der Analyse der Plasmaproben wurde ein Teil der Analyten auch im
Urin bereits vor Applikation der Extrakte nachgewiesen. Allerdings waren die Mengen
im Nullwert bezogen auf die insgesamt eliminierten Mengen vernachlassigbar gering.
Eine Ubersicht Uber die individuellen Daten jedes Probanden findet sich im Anhang
in Tab. 7.30 und Tab. 7.41.
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Abb. 3.20 Nach enzymatischer Spaltung im 24 h-Urin nach Applikation von Artischockenblatter-
Extrakt bestimmte Mengen (MW+SD). KS=Kaffeesdure, DHKS=Dihydrokaffeesaure, FS=Ferulasaure,
DHFS=Dihydroferulasaure, IFS=Isoferulasaure, LUT=Luteolin.
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Abb. 3.21 Prozentuale Zusammensetzung der Hydroyzimtsduren (nach enzymatischer Spaltung) im
24 h-Urin nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt. KS=Kaffeesaure,
DHKS=Dihydrokaffeesaure, FS=Ferulasaure, DHFS=Dihydroferulasaure, IFS=Isoferulasaure.

Es wurde davon ausgegangen, dass die renale Elimination der Analyten in freier und
in Form ihrer Konjugate in allen Fallen innerhalb der Urinsammelperiode von 24 h
abgeschlossen war, so dass der renal eliminierte prozentuale Anteil der applizierten
Dosis ermittelt werden konnte. Fir die Hydroxyzimtsauren wurde dazu die applizierte
Menge an Caffeoylchinasauren (als Kaffeesaure-Aquivalente) und fiir Luteolin die

applizierte Menge an Flavonoiden (als Luteolin-Aquivalente) als Dosis festgesetzt.
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Der renal eliminierte prozentuale Anteil der applizierten Caffeoylchinasauren in Form
von Hydroxyzimtsduren bzw. deren Konjugaten war mit 4 bis 5 % vergleichsweise
gering (Abb. 3.22). Auch der renal eliminierte prozentuale Anteil der Flavonoide in
Form von Luteolin-Konjugaten betrug nur knapp 2 % (Abb. 3.22). Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Extrakte bestanden nicht. Die
individuellen Daten dazu sind im Anhang in Tab. 7.42 und Tab. 7.43 aufgefuhrt.

m Gesamtextrakt
@ Spezialextrakt
7 _
w 4,01
7}
8 44
3 1,99
0 B
Summe HZ LUT

Abb. 3.22 Renale Elimination der Hydroxyzimtsauren (HZ) und Luteolin (LUT) (nach enzymatischer
Spaltung) in Prozent der den Extraktinhaltsstoffen aquivalenten Mengen Kaffeesaure bzw. Luteolin
(MW+SD) nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt.

3.5 Pharmakokinetische Auswertung

Fir die Substanzen, die fast ausschlieBlich als Konjugate im Plasma vorlagen
(Kaffeesaure, Ferulasaure, Isoferulasaure, Luteolin), wurde der nach enzymatischer
Hydrolyse des Plasmas erhaltene Gesamtgehalt zur pharmakokinetischen
Auswertung herangezogen. Dieses ware jedoch grundsatzlich nur bei bekanntem
Zusammenhang zwischen Konjugaten und Gesamtgehalt zulassig gewesen. Da die
Konjugate unter den gegebenen analytischen Bedingungen nicht erfasst werden
konnten, war dieser Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit nicht bekannt.
Madglicherweise wurden zudem mehrere Phase-llI-Konjugate nebeneinander gebildet.
Bei den Ergebnissen der pharmakokinetischen Auswertung war daher zu beachten,

dass es sich zum einen nicht um die Daten der freien Substanzen handelte. Zum
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anderen musste es sich auch nicht um die Daten nur eines Phase-llI-Metaboliten
handeln.

Fir die Substanzen, die sowohl nicht-konjugiert als auch als Phase-llI-Konjugate im
Plasma vorlagen (Dihydrokaffeesaure, Dihydroferulasaure), erfolgte die
pharmakokinetische Auswertung ebenfalls auf Basis des nach enzymatischer
Hydrolyse des Plasmas erhaltenen Gesamtgehalts. Da nicht-konjugierte Form und
konjugierte Form zusammen erfasst wurden, war auch hier zu beachten, dass es
sich bei der pharmakokinetischen Auswertung nicht um die Daten nur einer Substanz
handelte.

Uber die pharmakokinetischen Parameter der jeweiligen Analyten bzw. ihrer Phase-
[I-Konjugate waren also nur orientierende Aussagen moglich. Da jedoch jeweils die
Kinetiken von Gesamtgehalt, freier Form und Konjugaten parallel verliefen, konnten
anhand des Gesamtgehalts Informationen bezulglich der tmax-, kei- und ty2-Werte von
Konjugaten und freier Form erhalten werden. Die Cpnax- und AUC-Werte des
Gesamtgehalts unterschieden sich von denen der Konjugate und freien Form nur
durch einen bestimmten Faktor. Grundsatzlich war durch die Bestimmung des
Gesamtgehalts fur jeden Analyten die insgesamt im Plasma verfligbare Menge mit

gleichem Grundgerist bekannt.

Die Analyten konnten bei allen Probanden Uber einen Zeitraum von 24 h im Plasma
bestimmt werden. Bei den Substanzen, die bereits vor der Medikation im Plasma
gemessen wurden, naherten sich die Plasmakonzentrationen nach 24 h diesen
Werten wieder an. Die Basiswerte wurden vor der pharmakokinetischen Analyse von
den gemessenen Konzentrationen abgezogen.

Die Eliminationskonstante ke konnte fur Kaffeesaure, Dihydroferulasaure,
Ferulasaure und Dihydroferulasaure nicht bei allen Probanden aus den Graphen
ermittelt werden. Im Falle von Kaffeesdure und Ferulasdure lagen zu viele
Messpunkte unterhalb der Bestimmungsgrenze; im Falle von Dihydrokaffeesaure
und Dihydroferulasdure waren aufgrund der verzdgerten Absorption zu wenig

Messpunkte im Bereich der Eliminationsphase.
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3.5.1 Pharmakokinetik im Nichtkompartiment-Modell

Die pharmakokinetischen Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse nach der
Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt sind fur die
Substanzen Kaffeesdure, Dihydrokaffeesaure, Ferulasaure, Dihydroferulasaure,
Isoferulasaure und Luteolin in Tab. 3.16 bis Tab. 3.21 zusammengefasst. Die
individuellen Daten dazu finden sich im Anhang in Tab. 7.44 bis Tab. 7.49.

Tab. 3.16 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartiment-Analyse von Kaffeesaure nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

Gesamtextrakt Spezialextrakt

MW SD Min Median Max | MW SD Min Median Max

Crmax 6,51 1,89 310 6,20 10,30| 8,04 2,64 310 7,80 12,40
[ng'mL"]
tmax 0,83 030 033 079 160|094 047 025 088 1,558
[h]
AUCq ,jast | 19,60 5,35 9,22 19,34 2574|2238 954 917 2051 45,99
[ngmL"h]
AUCy: [23,02 7,15 13,89 22,73 34,34 (26,32 10,69 13,62 22,59 46,37

[ngmL"h]
k(-:1I 0,28 0,13 0,12 0,26 0,52 | 0,37 0,20 0,12 0,41 0,74
[h7]
ti2 3,08 153 1,34 2,65 569 | 269 1,80 0,93 1,71 5,78

[h]

Tab. 3.17 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartiment-Analyse von Dihydrokaffeesaure
nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

Gesamtextrakt Spezialextrakt

Mw SD Min Median Max Mw SD Min Median Max

Cmax 21,30 12,35 520 17,75 53,10 | 29,53 12,40 11,70 28,70 49,40
[ngmL™"]

tmax 628 124 308 611 808 | 577 169 300 607 805

[h]
AUC, st | 85,23 58,15 23,10 71,71 210,34[124,81 62,57 18,76 134,54 215,35
[ngmL"h]
AUCy: [114,93 79,88 26,94 80,74 233,14|146,73 62,93 18,76 153,20 238,51
[ngmL™"h]
ke1l 029 0,16 009 025 067 | 0,38 0,18 0,08 045 0,66
[h7]
t12 310 1,73 103 280 7,71 | 252 214 1,05 154 912
[h]
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Tab. 3.18 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartiment-Analyse von Ferulasaure nach
Artischockenblatter-Extrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Applikation von
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.
Gesamtextrakt Spezialextrakt
MW SD Min Median Max Mw SD Min Median Max

Crmax 8,80 166 6,20 8,65 12,00 | 15,37 3,85 10,30 15,15 23,60
[ngmL"]

tmax 0,77 0,26 0,50 0,76 1,50 | 0,98 0,35 0,50 1,00 1,58

[h]
AUC 1ast (47,34 9,22 2393 4853 61,66 | 77,07 26,54 41,48 69,91 113,30
[ngmL™"h]

AUC, 68,86 22,09 33,25 71,87 100,90|105,71 54,87 47,82 94,88 215,05
[ngmL™"h]

ke1l 0,14 0,07 0,07 0,10 0,27 | 0,17 0,08 0,06 0,15 0,30

[h]

ti2 6,35 2,95 2,59 6,63 10,29 | 523 2,73 2,29 4,66 10,94

[h]

Tab. 3.19 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartiment-Analyse von Dihydroferulaséure
nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,

Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

Gesamtextrakt Spezialextrakt
MW SD Min Median Max MW SD Min Median Max
Cmax 27,56 13,79 11,99 25,02 62,90 | 39,72 15,51 16,30 44,00 60,50
[ngmL"]
tmax 6,34 1,05 4,08 6,09 8,08 | 6,21 1,28 4,00 6,08 8,05
[h]
AUC_jast | 119,84 62,91 50,31 87,25 226,90(179,95 88,14 44,69 194,19 301,86
[ngmL™"h]
AUC 147,27 95,33 50,31 97,82 352,86|205,61 98,12 75,40 219,69 414,84
[ngmL™"h]
ke1l 0,32 025 0,45 0,28 1,04 | 0,36 0,19 0,45 0,32 0,72
[h7]
ti2 291 1,35 0,67 249 468 | 248 1,35 0,97 219 4,71
[h]
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Tab. 3.20 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartiment-Analyse von Isoferulasdure nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

Gesamtextrakt Spezialextrakt

MW SD Min Median Max MW SD Min Median Max

Crax 7,89 2,17 5,60 7,45 13,70 10,51 2,43 6,30 9,60 14,50
[ngmL"]

tmax 0,83 026 052 077 153 | 1,10 043 028 1,08 1,58

[h]
AUCq_jast (34,94 21,92 1857 27,91 102,48 |41,58 17,10 23,56 34,94 76,71
[ngmL™"h]
AUCy: (41,19 2596 18,97 33,36 113,66|47,37 24,04 23,89 3627 96,81
[ngmL™"h]
ke1l 028 0119 0,09 021 081 [036 018 008 035 0,73
[h7]

t1;2 346 199 085 325 744 |269 207 095 199 861
[h]

Tab. 3.21 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartiment-Analyse von Luteolin nach
Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung,
Min=Minimalwert, Max=Maximalwert.

Gesamtextrakt Spezialextrakt

MW SD Min Median Max MW SD Min Median Max

Cmax 59,07 32,82 20,82 52,00 137,90|156,51 92,25 62,80 142,90 384,10
[ngmL"]

tmax 03 018 025 029 0,80 | 046 018 025 050 0,80

[h]
AUC,_1ast | 158,98 73,87 84,49 139,21 336,04 [464,81 183,05 186,45 431,36 788,49
[ngmL™"h]
AUC,: |168,61 76,85 86,86 154,26 345,89|499,57 194,01 196,18 476,13 857,66
[ngmL™"h]
ke1l 0,32 0,13 0,17 0,28 067 | 0,37 024 014 028 1,12
[h7]

t12 250 085 104 244 401 | 245 114 062 244 5,09
[h]

3.5.2 Bestimmung der renalen Clearance

Zur Bestimmung der renale Clearance wurde fur jeden Analyten die insgesamt im
24 h-Urin ausgeschiedenen Menge (Ut) durch die jeweilige AUC: geteilt. Die
Unterschiede zwischen den beiden Studienmedikationen kamen durch die grof3en

interindividuellen Schwankungen zwischen die Probanden zustande, waren aber
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statistisch nicht signifikant (p < 0,05). Die Ergebnisse sind in Tab. 3.22 sowie

Abb. 3.23 zusammengefasst.

Tab. 3.22 Bestimmung der renalen Clearance in L'h™ durch jeweilige Division von Ut durch AUC.
KS=Kaffeesaure, DHKS=Dihydrokaffeesaure, FS=Ferulasaure, DHFS=Dihydroferulasaure,
IFS=lIsoferulasaure, LUT=Luteolin.

KS DHKS _FS  DHFS _IFS _ LUT
= MW 10,73 17,02 21,08 1624 539 158
E sb| 612 7,58 1264 1208 476 0,92
8 Min 3,90 444 674 29 101 026
§ Median| 9,92 16,48 1890 12,78 327 126
& Max 22,98 32,56 51,05 40,89 16,24 4,00
~ MW 1330 1676 17,53 10,70 6,09 1,39
E sb| 396 1216 1144 523 363 0,71
% Min 798 228 576 28 186 029
N Median| 13,18 1452 1549 1115 521 146
@ Max 37,17 50,05 4525 2189 1529 2,69
40 - m Gesamtextrakt
@ Spezialextrakt
A
=L
z
5

KS DHKS FS DHFS IFS LUT

Abb. 3.23 Renale Clearance (MW+SD) der nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- bzw.
Spezialextrakt im Plasma detektierten Analyten (nach enzymatischer Spaltung). KS=Kaffeesaure,
DHKS=Dihydrokaffeesaure, @ FS=Ferulasdure, DHFS=Dihydroferulasaure, IFS=Isoferulasaure,
LUT=Luteolin.



Ergebnisse

3.6 Biostatistische Betrachtungen der Ergebnisse

Zum Vergleich der pharmakokinetischen Parameter der einzelnen nach Applikation
von Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt im Plasma detektierten Analyten
wurde eine ANOVA durchgeflihrt. Bei den Berechnungen zu Cp,ax und AUC;t musste
die unterschiedliche Dosis an Caffeoylchinaséduren (als Kaffeesdure Aquivalente)
bzw. an Flavonoiden (als Luteolin Aquivalente) in den Extrakten berlicksichtigt
werden. Die Analyse ergab bei keiner der Substanzen flr keinen der gewahlten
pharmakokinetischen  Parameter einen statistisch  signifikanten (p < 0,05)
Unterschied zwischen den beiden Studienmedikationen (siehe Tab.7.50 bis
Tab. 7.55). Auch der bei Kaffeesaure, Ferulasdure und Isoferulasaure nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt gegenuber dem Gesamtextrakt zu
erkennende leichte Trend zu hoéheren Werten fiir tmax (Abb. 3.24, Abb. 3.26,
Abb. 3.28) war bei keiner der Substanzen signifikant.
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Abb. 3.24 Vergleich von Cpay tmae AUCwt und typ, von Kaffeesdaure nach Applikation von
Artischockenblatter-Gesamt- bzw. Spezialextrakt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit den
entsprechenden Standardabweichungen.
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Abb. 3.25 Vergleich von C ., tmax, AUCit und ty, von Dihydrokaffeesdaure nach Applikation von

Artischockenblatter-Gesamt-

bzw. Spezialextrakt.
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Abb. 3.26 Vergleich von Cpax tnaxe AUCy und

Artischockenblatter-Gesamt-

bzw. Spezialextrakt.

entsprechenden Standardabweichungen.

ti2 von Ferulasaure nach Applikation von
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Abb. 3.27 Vergleich von Cpax, tmax, AUCit und ty,

Artischockenblatter-Gesamt-

bzw. Spezialextrakt.
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Abb. 3.28 Vergleich von Cpax, tmaxw AUCy und ti, von lIsoferulasaure

Artischockenblatter-Gesamt-

bzw. Spezialextrakt.
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Abb. 3.29 Vergleich von Cpax, tmaxy AUC und
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bzw. Spezialextrakt.
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4 Diskussion

4.1 Analytische Methoden

Die  Bestimmung von Dihydrokaffeesaure, Kaffeesaure, Ferulasaure,
Dihydroferulasaure, Isoferulasaure und Luteolin in Plasma und Urin erforderte
ausreichend sensitive und selektive Analysenmethoden. Da die Analyten alle
redoxempfindlich waren, stellte die elektrochemische Detektion das Verfahren der
Wahl dar. Die elektrochemische Detektion wurde in den letzten Jahren bereits haufig
zur Bioanalytik von Hydroxyzimtsauren (Azuma et al. 2000; Simonetti et al. 2001;
Nardini et al. 2002) und Flavonoiden (Jones et al. 1998; Erlund et al. 1999; Graefe et
al. 2001) eingesetzt. Ein wesentlicher Vorteil des Detektionsverfahrens besteht in
den niedrigen Bestimmungs- und Nachweisgrenzen, die sich auch in komplexen
Matrices erreichen lassen. Sogar im Vergleich zu der als sehr sensitiv geltenden
massenspektrometrischen Detektion sind die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
fur phenolische Verbindungen in der Regel besser (Bocchi et al. 1996; Saito et al.
2001). Im Rahmen der hier durchgefuhrten Studie konnten mittels elektrochemischer
Detektion fur alle Zielanalyten Nachweisgrenzen im unteren Nanogramm Bereich
erreicht werden. Dies entspricht den Daten aus vergleichbaren Studien oder Ubertrifft
diese auch (Erlund et al. 1999; Azuma et al. 2000).

Die elektrochemische Detektion ist jedoch nicht nur ein sehr sensitives sondern auch
ein selektives Detektionsverfahren (Milbury 2001). Im Gegensatz zu den bisher in der
Plasmaanalytik vielfach eingesetzten Einkanaldetektoren mit nur einem festen
Messpotential bestand der in der vorliegenden Arbeit verwendete Detektor aus 12 in
Reihe geschalteten Elektroden, die jeweils Uber variable Messpotentiale verfugten.
Damit konnte zur Quantifizierung fur jeden Analyten das Potential mit der hochsten
Selektivitat gewahlt werden. Gekoppelt an ein HPLC System stand somit ein
ausreichend sensitives und selektives Mel3system zur Verfligung. Zur Trennung aller
sechs 0.g. Analyten von Matricespeaks aus Plasma und Urin wurden zwei
verschiedene Gradientenlaufe entwickelt. Einschliellich Saulenspulung betrug die
Gradientenlaufzeit zwar jeweils 108 min, ermoglichte jedoch die Trennung aller
sechs Analyten innerhalb einer Methode.

Vergleichbare Ansatze liegen nur flir massenspektrometrische Methoden vor

(Cremin et al. 2001; Nielsen et al. 2003). Die Massenspektrometrie stellt neben der
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elektrochemischen Detektion momentan eines der selektivsten Detektionsprinzipien
dar. In einer von Cremin et al. beschriebenen MS-Methode konnten Kaffeesaure,
Ferulasaure und Chlorogensaure ebenfalls selektiv in biologischen Matrices getrennt
werden. Flavonoide wurden jedoch nicht berucksichtigt (Cremin et al. 2001). Die von
Nielsen et al. entwickelte MS-Methode zur Trennung von Kaffeesaure,
Chlorogensaure und Catechinen beschrankte sich auf die Analyse von Urinproben
(Nielsen et al. 2003).

Durch den Vergleich zur MS-Detektion wird ein wichtiger Nachteil der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Methode offensichtlich. Die Analysenzeit zur
selektiven Trennung der Analyten mittels elektrochemischer Detektion war
wesentlich langer als in den 0.g. MS-Methoden (Cremin et al. 2001; Nielsen et al.
2003). Zudem war die Selektivitdt der elektrochemischen Detektion nicht
ausreichend, um neben der nicht-konjugierten Form der Analyten auch noch deren
Konjugate (Glucuronide, Sulfate) zu detektieren. Mit massenselektiven
Detektionsmethoden konnen auch coeluierende Analyten bestimmt werden, solange
sie sich in der Masse unterscheiden. Zur ldentifizierung der Konjugate und damit
letztendlich zur Abklarung, in welcher Form die Analyten Uberwiegen in den
biologischen Matrices vorlagen, waren massenspektrometrische Untersuchungen
daher extrem hilfreich. Diese standen jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht zur Verfugung.

Neben der Detektions- und Trennmethode war fir die Analyse der Plasma- und
Urinproben auch eine geeignete Aufarbeitungsmethode erforderlich. Zu Beginn
dieser  Arbeit  existierten zwar  verschiedene Flussig-Flussig- und
Festphasenextraktionsmethoden, diese beschrankten sich jedoch im Wesentlichen
auf die Extraktion von entweder einzelnen Hydroxyzimtsauren oder Flavonoiden aus
Plasma bzw. Urin. In keiner dieser Methoden wurden bislang Hydroxyzimtsauren und
Flavonoide zusammen extrahiert. Da die Fllssig-Flussig- und
Festphasenextraktionsmethoden zudem aus relativ vielen Aufarbeitungsschritten
bestanden, erfolgte die Entwicklung der Aufarbeitungsmethode in Anlehnung an eine
von Graefe et al. publizierte Methode zur Extraktion von Quercetin aus biologischen
Matrices (Graefe et al. 2001). Diese Methode sah nur eine einfache Proteinfallung
mit anschlielender Aufkonzentrierung vor und ermdglichte so die parallele

Aufarbeitung einer relativ grollen Probenanzahl. Da sie jedoch fir die Extraktion von
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Flavonoiden konzipiert worden war, wurde ein zusatzliches Ansauern der Proben vor
der Analyse notwendig, um neben Flavonoiden auch Hydroxyzimtsauren
zufriedenstellend extrahieren zu konnen. Die so entwickelte Aufarbeitungsmethode
erlaubte dann sowohl eine Bestimmung des frei vorliegenden Anteils der Analyten
als auch der Phase-ll-Konjugate (Uber die Bestimmung des Gesamtgehalts nach
Konjugatspaltung). Obwohl mit anderen Aufarbeitungsmethoden flr einzelne
Analyten Wiederfindungen um 100 % erzielt wurden (Maiani et al. 1997; Shimoi et al.
1998; Nardini et al. 2002), gewahrleistete die in der vorliegenden Arbeit entwickelte
Methode die gemeinsame Extraktion aller Analyten mit einer immer noch
ausreichend reproduzierbaren Wiederfindung von 65-85 % in Plasma bzw. von 50-
80 % in Urin. Wie schwierig es ist, verschiedene Substanzen simultan aus
biologischen Matrices zu extrahieren, zeigten Untersuchungen von Cremin et al., in
denen Kaffeesaure, Ferulasdure und Chlorogensaure gemeinsam mittels FlUssig-
Flissig-Extraktion extrahiert wurden. Die Wiederfindungen lagen hier in einer

wesentlich groReren Spanne zwischen 20 und 99 % (Cremin et al. 2001).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden zur simultanen
Bestimmung von Dihydrokaffeesaure, Kaffeesaure, Ferulasaure, Dihydroferulasaure,
Isoferulasaure und Luteolin in Plasma und Urin konnten nach Entwurfen far
internationale Richtlinien zur Validierung bioanalytischer Methoden validiert werden
(Guidance for Industry (Draft) - Bioanalytical Methods Validation for Human Studies).
Die Linearitat der Methode wurde sowohl fir die Plasma- als auch fur die Urinanalytik
im jeweiligen Arbeitsbereich gezeigt. Die relative Standardabweichungen fur
Prazision und Richtigkeit lagen bei allen Analyten innerhalb <15 % und an der
geringsten Konzentration des Arbeitsbereichs innerhalb <20 %, so dass diese als
Bestimmungsgrenze definiert werden konnte. Damit erwiesen sich die entwickelten
Methoden zur routinemalligen Analytik von den o.g. Analyten aus Plasma und Urin
als geeignet. Sie waren zugleich die ersten validierten Methoden, die eine
gleichzeitige Bestimmung alle sechs Analyten ermdglichten. Zu den bisher zur
Auswertung von Bioverfluigbarkeitsstudien pflanzlicher Phenole verwendeten
Methoden wurden haufig keine Validierungsdaten publiziert. Damit waren diese
untereinander nur schwer vergleichbar und kamen fur einzelne Analyten zu sehr

unterschiedlichen Ergebnissen.
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4.2 Humanstudie zur Bioverfugbarkeit und Pharmakokinetik von
Inhaltsstoffen aus Artischockenblatter-Extrakt

Das Ausmall der Bioverfigbarkeit und der Metabolismus der als wirksam
angesehenen Inhaltsstoffe aus Artischockenblatter-Extrakt (Caffeoylchinasauren und
Luteolin-7-O-glucosid) wurde bislang nur wenig untersucht. Es existieren zwar
Studien zu einzelnen Extraktinhaltsstoffen, denen lagen jedoch zum Teil sehr
unterschiedliche Fragestellungen zugrunde. Den methodischen Unterschieden zur
Folge ergab sich aus den publizierten Studien ein sehr uneinheitliches Bild zur
Bioverfugbarkeit und Metabolismus der Extraktinhaltsstoffe. In vielen Fallen wurde
nur speziell nach einzelnen Metaboliten gesucht und nicht grundsatzlich die
Bioverfugbarkeit hinterfragt. Zudem beschrankten sich die meisten Untersuchungen
auf die Bestimmung von Substanzen im Urin, so dass Daten zum Nachweis im
Plasma weitgehend fehlen.

Eine Studie in der mehrere Metabolite von Inhaltsstoffen aus Artischockenblatter-
Extrakt in freier oder gebundener Form in Plasma und Urin untersucht wurden, lag
somit zum Beginn der vorliegenden Arbeit nicht vor. Ebenso wenig waren Daten zu
pharmakokinetischen Parametern dieser Substanzen publiziert. Solche sind jedoch
eine wichtige Vorraussetzung, um pharmakologische Resultate aus in-vitro Studien
mit Ergebnissen zur klinischen Wirksamkeit korrelieren zu koénnen. Um das
uneinheitliche Bild zum Metabolismus von Caffeoylchinasauren und Luteolin-7-O-
glucosid zu klaren, wurde im Rahmen der hier vorgestellten Untersuchungen eine
Studie zur oralen Bioverfugbarkeit von Artischockenblatter-Extrakt durchgefuhrt. In
der Studie wurde im Cross-over Design die Bioverfugbarkeit zweier
Artischockenblatter-Extrakte (Gesamtextrakt, Spezialextrakt) miteinander verglichen.
Gegenuber dem wassrigen Gesamtextrakt waren im Spezialextrakt die
Monocaffeoylchinasduren abgereichert und die Dicaffeoylchinasauren und
Flavonoide angereichert. In pharmakologischen in-vitro Tests zeigte sich, dass die
veranderte Zusammensetzung der Extrakte eine deutliche Auswirkung auf das
Wirkprofil hat. Das veranderte Inhaltsstoffspektrum im Spezialextrakt fihrte in-vitro
zu einer starkeren Hemmung der Cholesterinbiosynthese, zu einer starkeren
Erhdhung der Gallensauresekretion und zu einer starkeren Hemmung der LDL-

Oxidation.
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4.2.1 Metabolismus Caffeoylchinasauren

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Caffeoylchinasdauren nach
oraler Applikation von Artischockenblatter-Extrakt nicht systemisch verfugbar waren.
Dies bestatigt die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen. In Untersuchungen zur
Bioverfugbarkeit von Apfel Cider, Kaffee und Artischockenblatter-Extrakt wurden
nach oraler Applikation ebenfalls keine intakten Caffeoylchinasauren in Plasma
(DuPont et al. 2002; Nardini et al. 2002) und Urin (Rechner et al. 2001a; Rechner et
al. 2001b) nachgewiesen. Der vorliegenden Arbeit zur Folge wurden die
Caffeoylchinasauren metabolisiert und lagen in Form von Hydroxyzimtsauren bzw.

deren Phase-lI-Konjugaten im Korper vor.

Dabei konnte zunachst die in den Caffeoylchinasduren mit Chinasaure veresterte
Kaffeesaure in Plasma und Urin nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit
den Ergebnissen anderer Humanstudien, in denen nach oraler Applikation von
Caffeoylchinasauren ebenfalls Kaffeesaure in Plasma (Cremin et al. 2001; DuPont et
al. 2002; Nardini et al. 2002) und Urin (Booth et al. 1957; Cremin et al. 2001)
bestimmt wurde. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in den bisherigen
Studien wurde Kaffeesdure uberwiegend erst nach hydrolytischer Spaltung von
Phase-lI-Metaboliten detektiert und lag nur in geringen Mengen nicht-konjugiert vor.

Der Nachweis von Kaffeesaure bzw. Kaffeesaure-Konjugaten in Plasma und Urin
macht deutlich, dass Caffeoylchinasduren nach oraler Applikation im Korper einer
Esterspaltung unterlagen und die freigesetzte Kaffeesaure glucuronidiert und/oder
sulfatiert wurde. Die Potenz zur Sulfatierung und Glucuronidierung von Polyphenolen
wurde sowohl fur die Enterozyten des Darms als auch fir die Leber beschrieben
(Scalbert et al. 2000). Bisher publizierten Daten zur Folge erscheint im Fall von
Kaffeesaure eine Konjugation in den Enterozyten wahrscheinlicher zu sein. In
Perfusionsexperimenten am Rattendarm lag Kaffeesdure zu 63,7 % in Form von
Phase-llI-Konjugaten im Resorbat vor (Spencer et al. 1999). Nach Perfusion von
Rattenleber wurden hingegen nur 6,7 % der Kaffeesaure als Konjugate

wiedergefunden (Gumbinger et al. 1993).

Neben Kaffeesdure bzw. Kaffeesaure-Konjugaten wurden nach Applikation von
Caffeoylchinasauren in der vorliegenden Arbeit erstmals auch Phase-I-Metabolite der

Kaffeesaure (Ferulasaure, Isoferulasaure) in Plasma und Urin nachgewiesen.
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Entsprechend der Kaffeesaure lagen die Phase-I-Metabolite Gberwiegend konjugiert
vor. In frGheren Humanstudien konnten Ferulasdure und Isoferulasdure nach
enzymatischer Spaltung von Konjugaten nur im Urin (Rechner et al. 2001a; Rechner
et al. 2001b), nicht aber im Plasma bestimmt werden (Cremin et al. 2001; DuPont et
al. 2002; Nardini et al. 2002). Phase-I-Metabolite der Kaffeesaure traten also bislang
nur renal auf. Demnach war unklar, ob sie bereits vor der Elimination oder erst im
Nierengewebe gebildet wurden.

Der Nachweis von Phase-I-Metaboliten unterstreicht die hohe Sensitivitdt und
Selektivitat der zur Probenanalyse verwendeten coulometrischen Array Detektion.
Zudem wird durch die Bestimmung der Phase-I-Metabolite im Plasma deutlich, dass
eine Methylierung von Kaffeesaure bzw. Kaffeesaure-Konjugaten nicht erst im
Nierengewebe erfolgte. Die Methylierung fand entweder bereits im Enterozyten des
Darms oder in der Leber statt. Verschiedene in-vitro Experimente belegen die
Methylierung von Kaffeesaure durch Catechol-O-methyltransferasen unter Bildung
von Ferulasaure und Isoferulasaure in der Leber (Scheline 1991; Moridani et al.
2002). Fur andere Polyphenole wie z.B. Catechin konnte auch eine Methylierung in
den Enterozyten des Darms gezeigt werden (Kuhnle et al. 2000). Eine
entsprechende Catechol-O-methyltransferase-Aktivitdt gegenuber Kaffeesaure ist

daher nicht auszuschliefl3en.

Neben den Phase-I- und Phase-ll-Metaboliten wurde nach Applikation von
Caffeoylchinasauren in der vorliegenden Arbeit ein weiterer Metabolit der
Kaffeesaure in Plasma und Urin detektiert, der sehr wahrscheinlich durch die
intestinale Mikroflora gebildet wurde. Zu den intestinalen Abbauprodukten der
Kaffeesaure zahlen Dihydrokaffeesaure, m-Cumarsaure, m-
Hydroxyphenylpropionsaure, 4-Vinylcatechol und 3-Ethylcatechol (Peppercorn et al.
1971). Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nur Dihydrokaffeesaure als
intestinaler Kaffeesaure-Metabolit nachgewiesen werden. Alle anderen Substanzen
wurden nicht weiter bertcksichtigt, da eine eindeutige Zuordnung nicht mdglich war.
Der Nachweis von Dihydrokaffeesdure in Plasma und Urin nach Applikation von
Caffeoylchinasauren bestatigt die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Booth et al.
1957; Goldstein et al. 1984).

Dihydrokaffeesaure lag zu etwa 70 % in Form von Phase-ll-Konjugaten im Korper

vor. Eine Metabolisierung zu Phase-lI-Konjugaten erfolgte im Gegensatz zu
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Kaffeesaure vermutlich erst in der Leber. Dihydrokaffeesaure wurde als intestinaler
Metabolit im Kolon gebildet. Untersuchungen von Strassburg et al. konnten zeigen,
dass die Glucuronyltransferase-Aktivitat gegenuber Phenolen in der Leber 96-fach
hoher ist als im Kolon (Strassburg et al. 1999). Uber eine Sulfatierung liegen

diesbezuglich keine Ergebnisse vor.

In der Leber wurden neben Phase-ll-Metaboliten auch Phase-I-Metabolite der
Dihydrokaffeesdure gebildet. Zum einen konnte Dihydroferulasdure (3’-O-
Methyldihydrokaffeesaure) in Urin und Plasma nachgewiesen werden. Zum anderen
zeigte in den vorliegenden Untersuchungen eine bisher nicht identifizierte Substanz
eine  Dihydroferulasaure entsprechende Konzentrationskinetik im Plasma.
Retentionszeit und elektrochemisches Verhalten deuten darauf hin, dass es sich
dabei um Dihydroisoferulasaure (4’-O-Methyldihydrokaffeesaure) handelte. Es ist
daher anzunehmen, dass analog zur Methylierung von Kaffeesaure auch im Fall von
Dihydrokaffeesaure sowohl das 3’-O- als auch das 4’-O-Methylierungsprodukt
gebildet wurde. In-vitro Untersuchungen an isolierten Hepatozyten der Ratte
bestatigen eine Methylierung von Dihydrokaffeesaure in der Leber (Moridani et al.
2002).

Dihydroferulasaure konnte nach Applikation von Caffeoylchinasduren in friheren
Studien bislang nur im Urin bestimmt werden (Graefe et al. 1999; Rechner et al.
2001a; Rechner et al. 2001b). Der erstmalige Nachweis im Plasma im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ist ein weiterer Beleg fir die hohe Sensitivitat und Selektivitat
des verwendeten Analysenverfahrens.

Im Gegensatz zu den anderen Hydroxyzimtsduren lag Dihydroferulasdure zu ca.
75 % nicht-konjugiert im Plasma vor. Im Urin betrug der nicht-konjugierte Anteil
hingegen nur noch 25 %. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen von Graefe et
al., in denen nach Applikation von Schachtelhalmkraut 60-80 % von
Dihydroferulasaure als Konjugate im Urin bestimmt wurden (Graefe et al. 1999).
Durch UDP-Glucuronyltransferasen konnte eine zusatzliche Glucuronidierung im
Nierengewebe bzw. -epithel erfolgt sein. An Hand von Modellsubstanzen konnte
gezeigt werden, dass die Nierenmikrosomen Glucuronyltransferaseaktivitat besitzen,
bzw. sogar einen effizienteren Beitrag zur Glucuronidierung leisten als beispielsweise

Lebermikrosomen (Brunelle et al. 1996; Shipkova et al. 2001).
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4.2.2 Pharmakokinetik Caffeoylchinasauren

Der Vergleich der Konzentrations-Zeit-Profile zwischen den einzelnen im Plasma
bestimmten Metaboliten zeigt, dass diese bezlglich der ty.x-Werte und der maximal
erreichten Plasmakonzentrationen in zwei Gruppen eingeteilt werden konnten.
Zudem unterschieden sich die einzelnen Metabolite in ihren Eliminationsprofilen nach

Erreichen der maximalen Plasmakonzentrationen.

Kaffeesaure-, Ferulasaure- und Isoferulasaure-Konjugate fluteten bereits 15 min
nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt im Plasma an und maximale
Plasmaspiegel wurden nach etwa 1 h erreicht. Diese Daten sind vergleichbar mit den
Ergebnissen aus zwei anderen Studien. Nach Applikation von Caffeoylchinasauren in
Form von Apfel Cider bzw. Kaffee wurden maximale Konzentrationen von
Kaffeesaure-Konjugaten ebenfalls nach etwa 1 h bestimmt (DuPont et al. 2002;
Nardini et al. 2002).

Der schnelle Anstieg der Plasmakonzentrationen gibt einen Hinweis darauf, dass die
Caffeoylchinasauren noch vor Erreichen des systemischen Kreislaufs in oberen
Darmabschnitten oder direkt nach Erreichen des systemischen Kreislaufs gespalten
wurden. Allerdings fehlt dafur ein Beleg. Plumb et al. zeigten, dass Chlorogensaure
nach Inkubation mit einem Extrakt aus humanem Duidnndarm, Leber oder Plasma
nicht enzymatisch gespalten wurde. Zudem erwies sich Chlorogensaure in Magen-
und Darmsaft als stabil (Takenaka et al. 2000; Olthof et al. 2001). Mdglicherweise
erfolgte in Analogie zur Spaltung von glycosidischen Bindungen durch Lactase-
Phlorizin-Hydrolase (LPH) (Day et al. 2000) eine Spaltung der Esterbindung durch
membranstandige Enzyme des Darms. Deren  Aktivitat  gegenuber
Caffeoylchinasauren wurde bislang jedoch nicht untersucht.

Fiar die Aufnahme der freigesetzten Kaffeesaure in die Enterozyten des Dunndarms
wird neben der passiven Diffusion ein aktiver Transportmechanismus angenommen.
Wolffram et al. und Ader et al. zeigten in ihren Untersuchungen an Segmenten des
Rattendinndarms die Beteiligung eines natriumabhangigen Transportmechanismus

an der Resorption von Kaffeesaure (Wolffram et al. 1995; Ader et al. 1996).

Dihydroferulasaure, Dihydrokaffeesaure bzw. Dihydrokaffeesaure- und
Dihydroferulasaure-Konjugate erreichten ihre maximale Plasmakonzentrationen erst

6 bis 7 h nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. Hierzu existieren in der
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Literatur bislang keine vergleichbaren Daten aus Bestimmungen im humanen
Plasma. Rechner et al. detektierten Dihydroferulasaure jedoch nach Applikation von
Kaffee im Urin. Die Untersuchungen zeigten, dass Dihydroferulasaure erst 8 bis 12 h
nach Trinken des Kaffees ausgeschieden wurde (Rechner et al. 2001b).

Die tnax-Werte von 6 bis 7 h Stunden deuten darauf hin, dass Caffeoylchinasauren
nicht nur in den oberen Darmabschnitten sondern auch im Kolonbereich gespalten
wurden. Die Spaltung der Caffeoylchinasauren durch Bakterien der intestinalen
Mikroflora wird durch Untersuchungen von Plumb et al. belegt. Nach Inkubation von
Chlorogensaure mit einem Extrakt des menschlichen Faeces wurde Kaffeesaure im
Inkubationsmedium nachgewiesen (Plumb et al. 1999).

Der Nachweis von Dihydrokaffeesaure bzw. Dihydrokaffeesaure-Konjugaten im
Plasma und das Fehlen eines zweiten Maximums im Konzentrations-Zeit-Profil der
Kaffeesaure-Konjugate machen deutlich, dass die im Kolon freigesetzte Kaffeesaure
nicht wie in oberen Darmabschnitten resorbiert, sondern noch vor der Resorption

metabolisiert wurde.

Fir alle Metabolite lagen die Plasmakonzentrationen zum Zeitpunkt tmax im ng'mL'1
Bereich. Die Cnhax-Werte der intestinalen Metabolite waren jedoch etwa um ein Drittel
hoher als die der Kaffeesaure-, Ferulasaure- und Isoferulasaure-Konjugate. Dies
deutet darauf hin, dass die Caffeoylchinasauren mehrheitlich durch die Bakterien der
intestinalen Mikroflora metabolisiert und nur zu einem geringen Anteil in oberen
Darmabschnitten gespalten wurden.

Mit Ausnahme von Kaffeesaure wurden die Metabolite der Caffeoylchinasauren im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig im Plasma quantifiziert. Somit fehlen
hierzu vergleichbare Daten aus der Literatur. Die bisher publizierten Studien, in
denen nach oraler Applikation von Caffeoylchinasauren Plasmakonzentrationen von
Kaffeesaure berechnet wurden, kamen bezuglich der Cqax-Werte zu sehr

unterschiedlichen Ergebnissen (Tab. 4.1).
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Tab. 4.1 Vergleich der maximalen Kaffeesdure-Konzentrationen (nach enzymatischer Spaltung) nach
oraler Applikation von Caffeoylchinasauren in Form verschiedener Nahrungsmittel/Extrakte.

Autor Medikation CEREIEIER | Gl
sduren [mg] [ngmL™]
Cremin et al. (2001) Pflaumen 76 10,6
DuPont et al. (2002) Apfel Cider 11 77,4
Nardini et al. (2002) Kaffee 96 76,6
Artischocken-Gesamtextrakt 107 6,5
vorliegende
Arbeit
Artischocken-Spezialextrakt 154 8,9

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Applikation von Artischockenblatter-
Extrakt und

Plasmakonzentrationen waren vergleichsweise gering. Jedoch ist ein Vergleich

Konjugatspaltung fur Kaffeesdure bestimmten maximalen
kritisch zu betrachten, da die Ergebnisse aller in Tab. 4.1 genannten Studien mit
unterschiedlichen Methoden erhalten wurden, die zum Teil nicht validiert waren.
Zudem handelte es sich jeweils um andere Studienmedikationen, so dass auch
Matrixeffekte die Bioverfugbarkeit beeinflusst haben durften. Ein Vergleich von
quantitativen Ergebnissen unterschiedlicher Studien, insbesondere im Bereich der
Bioanalytik, scheint daher nur sinnvoll, wenn zur Analyse der Proben die gleichen

validierten Methoden verwendet oder die Methoden interkalibriert wurden.

Neben den tnax- und Chax-Werten unterschieden sich auch die Eliminationsprofile der
Metabolite. Die Eliminationshalbwertszeit betrug fur alle Metabolite aul’er der
Ferulasaure-Konjugate jeweils ca. 3 h. Fur Ferulasaure-Konjugate war diese
hingegen mit 6 h doppelt so lang. Grund dafir war der stark ausgepragte
biphasische Verlauf des Eliminationsprofils mit einer Plateauphase bzw. einem
leichten Konzentrationsanstieg zwischen dem 4 und 6 h Wert. Ein vergleichbares
Profil war in einer frGheren Studie fur die Elimination von Ferulasaure-Konjugaten im
Urin nach Applikation eines aus Seestrandkiefern gewonnen Extrakts erhalten
worden (Virgili et al. 2000).

Eine mogliche Erklarung konnte ein enterohepatischer Kreislauf der Ferulasaure-

Konjugate sein. Westendorf et al. beobachteten nach Applikation von Ferulasaure an
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Ratten, dass 30 % bilinar ausgeschieden wurden. Die bilindre Ausscheidung von
Kaffeesaure betrug hingegen nur 3 % (Westendorf et al. 1983). Denkbar ware auch,
dass Ferulasaure nicht nur durch Methylierung von Kaffeesaure entstanden ist. In in-
vitro Untersuchungen von Moridani et al. wurde die Dehydrierung von
Dihydroferulasaure zu Ferulasaure durch Enzyme der Leber beschrieben (Moridani
et al. 2002). Als Phase-I-Metabolit der intestinal gebildeten Dihydrokaffeesaure
fluteten Dihydroferulasaure bzw. Dihydroferulasaure-Konjugate verzogert im Plasma
an. Dieses stimmt in etwa mit dem Zeitpunkt der Plateauphase im Eliminationsprofil

der Ferulasaure-Konjugate Uberein.

Insgesamt wurden nur 4 bis 5 % der applizierten Menge an Caffeoylchinasauren in
Form der o.g. Hydroxyzimtsduren bzw. deren Konjugaten renal eliminiert. Dieses
entspricht in etwa den Ergebnissen anderer Arbeiten. In Untersuchungen von
Rechner et al. wurden nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt bzw. Kaffee
jeweils 5 bis 6% der Caffeoylchinasduren in Form von verschiedenen
Hydroxyzimtsauren im Urin wiedergefunden (Rechner et al. 2001a; Rechner et al.
2001b). Allerdings ist zu beachten, dass Rechner et al. die renal eliminierte Menge
nach enzymatischer Spaltung von Konjugaten auf Basis von Dihydroferulasaure,
Ferulasaure, Isoferulasaure und Vanillinsdure bestimmten. Kaffeesdure und
Dihydrokaffeesaure waren von Rechner et al. nicht nachgewiesen worden.

Zur Resorptionsrate der Caffeoylchinasauren lassen sich basierend auf den renal
eliminierten Mengen nur sehr unzureichende Aussagen machen. Zum einen ist nicht
bekannt, in welchem Umfang die Metabolite der Caffeoylchinasauren auch bilinar
eliminiert wurden. Zum anderen konnten noch weitere Metabolite gebildet worden
sein, die nicht erfasst wurden. So beschrieben Peppercorn et al. neben
Dihydrokaffeesaure noch andere intestinale Metabolite der Kaffeesaure (Peppercorn
et al. 1971). Untersuchungen von Booth et al. zum Metabolismus von
Caffeoylchinasauren zeigten die Bildung von verschiedenen Benzoesauren bzw.
deren Glycinderivate (Booth et al. 1957). Die Resorptionsrate der
Caffeoylchinasauren lag demnach vermutlich hoéher als der basierend auf den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bestimmte renal eliminierte Anteil.
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4.2.3 Modell zur Metabolisierung von Caffeoylchinasauren

Unter Berucksichtigung der in den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.2 diskutierten Punkte ergibt
sich aus den Ergebnisse der vorliegenden Arbeit das in Abb. 4.1 dargestellte Modell

zur Metabolisierung von Caffeoylchinasauren nach oraler Applikation am Menschen.
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Abb. 4.1 Metabolisierung von Caffeoylchinasduren im menschlichen Korper.
CCS=Caffeoylchinasauren, KS=Kaffeesaure, FS=Ferulasaure; IFS=Isoferulasaure,

DHKS=Dihydrokaffeesdure, DHFS=Dihydroferulasaure, Konj.=Glucuronide/Sulfate.

4.2.4 Metabolismus Luteolin-7-O-glucosid

Auch Luteolin-7-O-glucosid war nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt
nicht systemisch verfugbar. Stattdessen lag Luteolin in Form von Phase-II-
Konjugaten im Korper vor. Nach oraler Verabreichung von Luteolin-7-O-glucosid an
Ratten wurde ebenfalls die Bildung von Phase-llI-Konjugaten beobachtet (Shimoi et
al. 1998). Wahrend im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine nahere Spezifizierung
der Konjugate moglich war, konnten Shimoi et al. nach Applikation von Luteolin in

humanem Plasma ein Monoglucuronid identifizieren (Shimoi et al. 1998).
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Luteolinsulfate wurden in noch keiner der bisherigen Untersuchungen im Plasma
nachgewiesen.

Freies Luteolin wurde weder im Plasma noch im Urin detektiert. Dies steht im
Widerspruch zu den von Shimoi et al. durchgeflhrten in-vivo Experimenten an der
Ratte. Luteolin wurde zwar Uberwiegend erst nach der Spaltung von Konjugaten
detektiert, kam aber im Plasma der Ratte auch zu einem geringen Teil frei vor
(Shimoi et al. 1998). Shimoi et al. nutzten zur Aufarbeitung der Plasmaproben eine
Festphasenextraktion. Die in der vorliegenden Arbeit zur Extraktion verwendete
Proteinfallung mit organischen Losungsmitteln konnte eventuell nicht effektiv genug
gewesen sein, um kleinste Luteolinmengen zu extrahieren. Luteolin konnte bei der
Extraktionsmethode von Shimoi et al. jedoch ebenso durch Wechselwirkungen der
Konjugate an der Festphase freigesetzt worden sein. Es ist also moglich, dass es
sich bei der Detektion von freiem Luteolin um ein Artefakt der Probenaufarbeitung
handelt. Entsprechend Luteolin wurde beispielsweise auch das Flavonol Quercetin
nach oraler Applikation verschiedener Quercetinglycoside nicht frei in humanen
Plasma detektiert (Graefe et al. 2001).

Der Nachweis von Luteolin-Konjugaten im Plasma macht deutlich, dass Luteolin-7-O-
glucosid wahrend der Resorption gespalten und das freigesetzte Aglykon
glucuronidiert und/oder sulfatiert wurde. Die Bildung von Phase-lI-Metaboliten von
Polyphenolen wurde sowohl flr die Enterozyten des Darms als auch fur die Leber
beschrieben (Scalbert et al. 2000). Bisher publizierten Daten zur Folge erscheint im
Fall von Luteolin eine Konjugation in den Enterozyten wahrscheinlicher zu sein. Bei
einer Behandlung von Luteolin mit humanen Dunndarmmikrosomen wurden
insgesamt 74 % des Substrats glucuronidiert. Im Gegensatz dazu setzten humane
Lebermikrosomen nur 27 % von Luteolin zu Glucuroniden um. Die Identifizierung der
einzelnen Glucuronide zeigte, dass durch die Dunndarmmikrosomen uberwiegend
das 4’- und 3’-O-glucuronid (44 bzw. 51 %) entstanden, wahrend das 7-O-glucuronid
nur zu 5 % gebildet wurde (Boersma et al. 2002). Dieses kdnnte gleichzeitig eine
modgliche Erklarung fur das Fehlen von Luteolin-7-O-glucuronid in den Plasmaproben

dieser Studie sein.

Weitere Metabolite von Luteolin mit intaktem Grundgerist konnten im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht detektiert werden. Aus in-vivo Experimenten an der Ratte

111



Diskussion

ist eine Methylierung der OH-Gruppen von Luteolin in 3’- oder 4’-Position bekannt
(Liu et al. 1995). Vergleichbare Untersuchungen zum Metabolismus von Quercetin
deuten jedoch darauf hin, dass der Methylierungsgrad von Flavonoiden im Menschen
deutlich geringer ist als in der Ratte und diese Metaboliten somit mit groler
Wahrscheinlichkeit eine untergeordnete Rolle spielen (Manach et al. 1997; Graefe et
al. 2001).

Als intestinaler Metabolit von Luteolin-7-O-glucosid wurde in in-vitro Untersuchungen
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsaure beschrieben (Braune et al. 2001). Dabei
handelt es sich um ein Synonym fur Dihydrokaffeesaure. Es kann somit nicht
ausgeschlossen werden, dass die nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt
im Plasma detektierte Dihydrokaffeesaure nicht nur aus Kaffeesdure sondern auch
durch den intestinalen Abbau von Luteolin-7-O-glucosid entstanden ist. Die Bildung
aus Kaffeesdure erscheint jedoch wahrscheinlicher. Der Unterschied im
Konzentrations-Zeit-Profil von Dihydrokaffeesaure zwischen Artischockenblatter-
Gesamt- und Spezialextrakt entsprach dem der anderen Hydroxyzimtsauren. Zudem
konnte Dihydrokaffeesdure nach Applikation von Kaffee bereits eindeutig als ein
Metabolit der Chlorogensaure im Plasma bestimmt werden (Goldstein et al. 1984).
FiUr Luteolin-7-O-glucosid fehlt ein derartiger Nachweis aus in-vivo Untersuchungen
noch. Zur eindeutigen Klarung des intestinalen Metabolismus von Luteolin-7-O-
glucosid ware daher die Applikation als Reinsubstanz im Rahmen einer zukunftigen

Humanstudie notwendig.

4.2.5 Pharmakokinetik Luteolin-7-O-glucosid

Luteolin-Konjugate fluteten bereits 15 min nach Applikation von Artischockenblatter-
Extrakt im Plasma an und maximale Plasmaspiegel wurden nach etwa 30 bis 40 min
erreicht. Dieses war die erste Studie, in der Luteolin nach Konjugatspaltung im
Plasma quantifiziert und Konzentrations-Zeit-Profile beschrieben wurden. Somit
fehlen vergleichbare Daten aus der Literatur. Die Daten stehen jedoch im Einklang
mit den Ergebnissen aus Humanstudien zur Bioverfugbarkeit und Pharmakokinetik
verschiedener Flavonolglucoside. Fur Quercetin wurden nach der Applikation von

Quercetinglucosiden und Konjugatspaltung ebenfalls maximale
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Plasmakonzentrationen nach 30 bis 40 min bestimmt (Olthof et al. 2000; Graefe et al.
2001).

Der schnelle Anstieg der Plasmakonzentrationen nach Applikation von Luteolin-7-O-
glucosid lasst auf eine Spaltung der glycosidischen Bindung wahrend der Resorption
in den oberen Darmabschnitten schliel3en. Belegt wird dieses durch Untersuchungen
von Day et al.. Sie konnten zeigen, dass Flavonoidglucoside, u.a. das dem Luteolin-
7-O-glucosid strukturahnliche Apigenin-7-O-glucosid, durch einen zellfreien Extrakt
des menschlichen Dunndarms gespalten wurden (Day et al. 1998).

Weitere Untersuchungen zur Spaltung der glycosidischen Bindung und zur
Resorption in den oberen Darmabschnitten wurden Dbislang nur fir
Quercetinglucoside durchgefuhrt. Die Spaltung der glycosidischen Bindung im
Dunndarm wurde dabei sowohl fur cytosolische B-Glucosidasen (CBG) als auch fur
die membranstandige Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) beschrieben (Nemeth et al.
2003). Fur die Resorption in den oberen Darmabschnitten ergeben sich daraus zwei
Maglichkeiten:

Bis vor wenigen Jahren favorisierten mehrere Autoren die Spaltung von
Flavonolglucosiden an der luminalen Darmwand durch LPH und die passive Diffusion
des freiwerdenden Aglykons (Day et al. 2000; Graefe et al. 2001). In verschiedenen
in-vitro Untersuchungen an der Rattendunndarm konnte jedoch in den letzten Jahren
auch ein aktiver Transport von Flavonolglucosiden in den Enterozyten mittels
natriumabhangiger Glucosetransporter (SGLT1) belegt werden (Arts et al. 2002;
Wolffram et al. 2002). Die glycosidische Bindung wird dann erst durch CBG im
Enterozyten gespalten.

Es ist nicht klar, ob diese Ergebnisse auf Luteolin-7-O-glucosid Ubertragen werden
kénnen. Entsprechend der Quercetinglucoside wurde Luteolin-7-O-glucosid jedoch
nur in Form von Phase-ll-Konjugaten im Plasma wiedergefunden. Zudem
entsprachen sich die Konzentrations-Zeit-Profile der Metabolite beider Substanzen.
Es ist daher zu vermuten, dass die Spaltung der glycosidischen Bindung und die

Resorption fur Quercetinglucoside und Luteolin-7-O-glucosid identisch verlaufen.

Die Eliminationshalbwertszeit der Luteolin-Konjugate betrug etwa 2,5 h. Damit ist die
Eliminationshalbwertszeit kurzer als die von Quercetin-Konjugaten. Graefe et al.
bestimmten in ihren pharmakokinetischen Untersuchungen fir Quercetin-Konjugate

eine Eliminationshalbwertszeit von 10 bis 11 h (Graefe et al. 2001). Die Analyse der
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Plasmaproben im Rahmen der vorliegenden Arbeit hatte ergeben, dass geringe
Mengen an Luteolin-Konjugaten bereits vor Einnahme der Prifmedikation (t=0 h) in
den Proben nachweisbar waren. Die gleichen Mengen wurden nach Abschluss der
Studie (t=24 h) bestimmt. Vor der pharmakokinetischen Datenanalyse wurde daher
von jedem Messpunkt ein Basiswert abgezogen. Um den Einfluss des Basiswertes
auf die pharmakokinetischen Parameter zu untersuchen, wurde ebenfalls eine
Datenanalyse ohne Abzug des Basiswertes durchgefuhrt. Dabei ergab sich fur die
Luteolin-Konjugate, entsprechend der Quercetin-Konjugate, eine
Eliminationshalbwertszeit von etwa 10 h.

Auch in den Untersuchungen von Graefe et al. waren teilweise bereits am Beginn der
Studie geringe Mengen Quercetin-Konjugate in den Plasmaproben vorhanden. Diese
wurden jedoch bei der pharmakokinetischen Datenanalyse nicht abgezogen.

Dadurch wurden mdglicherweise zu hohe Eliminationshalbwertszeiten bestimmt.

Insgesamt wurden nur ca. 2 % der applizierten Menge an Luteolin-7-O-glucosid in
Form von Luteolin-Konjugaten im Urin wiedergefunden. Vergleichbare Daten zur
renalen Elimination von Luteolin-Konjugaten wurden bisher nicht publiziert. Die
vorliegenden Daten stimmen jedoch mit denen aus Humanstudien zur
Bioverfugbarkeit von anderen Flavonoidglucosiden Uuberein. So wurden nach
Applikation von Quercetin-4’-O-glucosid und Quercetin-3-O-glucosid nur etwa 3 %
der Dosis in Form von Quercetin-Konjugaten renal eliminiert (Olthof et al. 2000).

Wie flur die Caffeoylchinasauren lassen sich auch fur Luteolin-7-O-glucosid basierend
auf den renal eliminierten Mengen nur sehr unzureichende Aussagen zur
Resorptionsrate machen. Es ist nicht bekannt, in welchem Umfang die Konjugate
auch bilinar eliminiert wurden. Liu et al. beschrieben beispielsweise fiur Luteolin-
Konjugate an der Ratte eine bilindre Elimination von Uber 28 % (Liu et al. 1995).
Zudem ist davon auszugehen, dass neben den Phase-llI-Metaboliten noch Phase-I-
und intestinale Metabolite gebildet wurden, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht erfasst wurden. Auch die Resorptionsrate von Luteolin-7-O-glucosid lag
demnach vermutlich héher als der basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden

Arbeit bestimmte renal eliminierte Anteil.
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4.3 Beurteilung der potentiellen Wirksamkeit

Nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt konnten im Plasma eine Vielzahl
von Metaboliten bestimmt werden, die Uberwiegend als Phase-II-Konjugate vorlagen.
Genuine Extraktinhaltsstoffe waren hingegen nicht nachweisbar. Nach dem
bisherigen Kenntnisstand musste also eine pharmakologische Wirkung in-vivo nach
Einnahme von Artischockenblatter-Extrakt u.a. auf die in der vorliegenden Arbeit
bestimmten Metabolite zurickzuflihren sein.

Uber die pharmakologische Wirkung der im Plasma detektierten Substanzen ist
bislang jedoch kaum etwas bekannt. Anhand des vorliegenden Datenmaterials
konnen die durch Artischockenblatter-Extrakt in-vitro hervorgerufenen Effekte somit
nicht ohne weiteres mit der in klinischen Studien beobachteten Wirksamkeit korreliert

werden.

In in-vitro Untersuchungen an isolierten Leberzellen hemmte Artischockenblatter-
Extrakt die Cholesterinbiosynthese und steigerte die Gallensauresekretion (Gebhardt
2001; Gebhardt 2002). Daraus wurde auf eine lipidsenkende und choleretische
Wirkung in-vivo geschlossen. Bereits in den in-vitro Experimenten erwies sich jedoch
das nicht genuin im Extrakt enthaltene Luteolin gegenliber den genuinen
Extraktbestandteilen als effektiver (Gebhardt 2001; Gebhardt 2002). Die Ubertragung
der fur Luteolin in-vitro beobachteten Effekte auf eine in-vivo Wirksamkeit ist
dennoch nicht ohne weiteres moglich. Luteolin lag nach Applikation von
Artischockenblatter-Extrakt ausschlielich in Form von Phase-llI-Konjugaten im
Plasma vor. Um die klinische Wirksamkeit von Artischockenblatter-Extrakt auf Basis
der in-vitro Wirkungen von Luteolin zu erklaren, ware in-vivo eine enzymatische
Spaltung der Konjugate durch Sulfatasen oder Glucuronidasen im Gewebe der Leber
denkbar. Somit ware freies Luteolin zwar im Plasma nicht nachweisbar, kdnnte aber
auf diesem Wege in-situ gebildet werden und zu pharmakodynamischen Effekten
fUhren. In in-vitro Experimenten an humanen HepG2 Zellen konnte bereits eine 13-
Glucuronidase-Aktivitat gegenuber Quercetinglucuroniden gezeigt werden (O'Leary
et al. 2003).

In den in-vitro Experimenten wurde ab einer Luteolin-Konzentration > 5 pg'mL'1 eine
Hemmung der Cholesterinbiosynthese bzw. eine Steigerung der
Gallensauresekretion beobachtet (Gebhardt 2001; Gebhardt 2002). Die in der

vorliegenden Arbeit nach Spaltung von Konjugaten im Plasma bestimmten Luteolin-
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Konzentrationen lagen nach Applikation beider Artischockenblatter-Extrakte deutlich
unter 5 ugmL™". Es ist demnach unklar, ob mit diesen Konzentrationen in-vivo
pharmakologische Effekte erzielt werden koénnen. Nach dem bisherigen
Kenntnisstand musste Artischockenblatter-Extrakt in erheblich hoheren Dosen
appliziert werden als im Rahmen der vorliegenden Studie, um die in den in-vitro Test
beschriebenen Konzentrationen in-vivo zu erreichen. Allerdings ist zu
berlcksichtigen, dass es sich bei den Bestimmungen von Luteolin im Plasma nur um
ein Surrogat handelt. Moglicherweise akkumuliert die Substanz in Geweben oder
einzelnen Zellen und liegt dort in erheblich hoheren Konzentrationen vor. Zudem
geben die in in-vitro Experimenten bestimmten effektiven Konzentrationen immer nur
einen Anhaltspunkt und konnen sicher nicht 1:1 auf in-vivo Verhaltnisse ubertragen
werden, da es sich per se um artifizielle Systeme handelt, in denen viele

physiologische Einflussgréf3en unbericksichtigt bleiben.

Wahrend die Hemmung der Cholesterinbiosynthese und die Steigerung der
Gallensauresekretion in den in-vitro Untersuchungen im Wesentlichen auf Luteolin
zurlckzufihren war, wurden antioxidative Effekte sowohl fur Flavonoide als auch fur
Caffeoylchinasauren beobachtet (Brown et al. 1998b). Ob jedoch die in-vivo im
Plasma nachgewiesenen Substanzen Uber das gleiche antioxidative Potential
verflugen wie die genuinen Extraktinhaltsstoffe und damit in der Lage sind, die LDL-

Oxidation zu hemmen, ist noch ungeklart.

So hat die Konjugation im Fall von Luteolin vermutlich eine Abnahme des
antioxidativen Potentials zur Folge. Untersuchungen mit verschiedenen Flavonolen
und Flavonen am Modell der Kupferionen induzierten LDL-Oxidation fihrten die
antioxidative Wirkung dieser Substanzen vor allem auf die 3’,4’-Dihydroxy-
Substitution zurtck (Brown et al. 1998a). Genau diese Positionen werden aber
vermutlich wahrend der Resorption durch die UDP-Glucuronosyltransferasen des
Dunndarms bevorzugt glucuronidiert (Boersma et al. 2002), so dass Luteolin in Form
dieser Glucuronide im Plasma vorliegt. Entsprechend der HepG2 Zellen zeigte
jedoch ein Lysat aus neutrophilen Granulozyten R-Glucuronidase-Aktivitat gegenuber
Luteolinmonoglucuroniden (Shimoi et al. 2001). Da neutrophile Granulozyten an
Oxidationsprozessen beteiligt sind, kann moglicherweise durch eine Spaltung der

Glucuronide das antioxidative Potential von Luteolin direkt am Wirkort wieder
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rekonstruiert und die Oxidationsprozesse gehemmt werden. In diesem Falle waren
die Konjugate als Transportform zu betrachten, die verhindern, dass die antioxidative
Kapazitat der Flavonoide durch Redoxreaktionen im Plasma oder in zellularen
Plasmabestandteilen abgeschwacht wird oder verloren geht.

Luteolin hemmte die Kupferionen induzierte LDL-Oxidation in in-vitro
Untersuchungen bereits ab einer Konzentration von 28 ngmL™" (Brown et al. 1998b).
Diese Konzentration ist deutlich niedriger als die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nach Spaltung von Konjugaten im Plasma bestimmten Luteolin-Konzentrationen.
Demnach ist hinsichtlich der erreichbaren Konzentrationen nach Applikation von

Artischockenblatter-Extrakt eine Hemmung der LDL-Oxidation in-vivo plausibel.

Far die Aglykone der im Plasma vorliegenden Hydroxyzimtsaure-Konjugate wurde in-
vitro ebenfalls eine Hemmung der LDL-Oxidation nachgewiesen (Meyer et al. 2001).
Uber das antioxidative Potential der Konjugate ist hingegen wenig bekannt. So
hemmte beispielsweise Plasma, das Ferulasaureglucuronide enthielt, in ex-vivo
Experimenten die LDL-Oxidation signifikant starker als Ferulasaure selbst (Ohta et
al. 1997). Im Gegensatz dazu zeigte Plasma, in dem nach Applikation von Rotwein
konjugierte Kaffeesaure nachgewiesen wurde, in ex-vivo Experimenten keinen
Oxidationsschutz von LDL (Caccetta et al. 2000). Die Autoren fuhrten dieses auf zu
geringe Konzentrationen im Plasma zurlck, so dass eine antioxidative Wirkung von
Kaffeesaurekonjugaten in hoéheren Konzentrationen nicht ausgeschlossen werden
kann.

Unter den Hydroxyzimtsauren hemmte Kaffeesaure die Kupferionen induzierte LDL-
Oxidation in-vitro am starksten. Eine Hemmung der LDL-Oxidation konnte dabei ab
einer Konzentration von 90 ngmL™" beobachtet werden (Nardini et al. 1995). Im
Gegensatz zum Luteolin lagen die in der vorliegenden Arbeit nach Konjugatspaltung
im Plasma bestimmten Konzentrationen der einzelnen Hydroxyzimtsauren unter
denen aus den in-vitro Untersuchungen. Zusammengenommen konnte die
insgesamt im Korper vorhandene Menge an Hydroxyzimtsauren jedoch ausreichen,

um antioxidative Effekte in-vivo zu erzielen.

Um genauere Kenntnisse Uber die lipidsenkende, choleretische und antioxidative
Wirkung von Artischockenblatter-Extrakt in-vivo zu erhalten, waren weitere ex-vivo

Experimente denkbar. Dabei wird nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt
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gewonnenes Plasma direkt in entsprechenden in-vitro Testsystemen zur Hemmung
der Cholesterinbiosynthese, zur Steigerung der Gallensauresekretion oder zur LDL-
Oxidation getestet. Moglicherweise wirken die einzelnen im Plasma vorliegenden
Metabolite synergistisch, so dass sich damit die in-vivo Wirksamkeit von

Artischockenblatter-Extrakt erklaren laft.

4.4 \Vergleich von Referenz- und Prufpraparat

Nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt waren nach
enzymatischer Hydrolyse von Konjugaten die gleichen Hydroxyzimtsauren in Plasma
bzw. Urin  nachweisbar. Die unterschiedliche Zusammensetzung der
Caffeoylchinasauren in den beiden Extrakten scheint somit keinen Einfluss auf die
Metabolisierung gehabt zu haben. Die kinetischen Daten unterstiutzen diese
Annahme. So waren die Eliminationshalbwertszeit und die renale Clearance fur
jeweils jeden der Metabolite nach Applikation der zwei Extrakte gleich. Beides legt
nahe, dass es sich jeweils um die gleichen Metabolite handelt.

Die Konzentrations-Zeit-Profile der Caffeoylchinasaure-Metabolite verliefen fur beide
Extrakte nahezu parallel. Unterschiede zwischen beiden Extrakten wurden nur fur die
jeweiligen Cnax- und AUC-Werte der einzelnen Metabolite festgestellt. Dabei zeigte
sich eine Abhangigkeit von der applizierten Menge an Caffeoylchinasauren
(berechnet als Kaffeesaure-Aquivalente). Nach Dosisnormierung ergab sich fiir die
pharmakokinetischen Parameter der Metabolite zwischen den beiden Extrakten kein
statistisch signifikanter Unterschied (p <0,05). Fur die Bioverfugbarkeit der in
Artischockenblatter-Extrakt enthaltenen Mono- und Dicaffeoylchinasauren war
demnach nur deren A&aquivalente Menge Kaffeesdaure und nicht ihre
Zusammensetzung im Einzelnen von Bedeutung.

Auffalliger Unterschied zwischen den beiden Extrakten war die Tendenz zu hoheren
tmax-Werten im Konzentrations-Zeit-Profil der Kaffeesaure-, Ferulasdure- und
Isoferulasaure-Konjugate nach Applikation des Spezialextrakts. Grund dafir kénnte
eine gesattigte Resorptionskinetik sein. In beiden Extrakten war neben den
Caffeoylchinasauren auch noch freie Kaffeesaure enthalten. Im Gegensatz zum
Spezialextrakt waren die Mengen an freier Kaffeesdure im Gesamtextrakt jedoch
verschwindend gering. Zusammen mit den Caffeoylchinasduren standen damit nach

Applikation des Spezialextrakts insgesamt hohere Mengen Kaffeesaure zur
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Resorption zur Verfligung. Fur die Aufnahme von Kaffeesaure in den Enterozyten
des Dunndarms war bereits in Kapitel 4.2.2 Uber einen aktiven
Transportmechanismus spekuliert worden. In in-vitro Experimenten an der Ratte
konnte gezeigt werden, dass die Resorption von Kaffeesaure mittels eines
natriumabhangigen Transporters in Abhangigkeit von der Kaffeesauremenge einer
Michaelis-Menten-Kinetik folgt (Wolffram et al. 1995; Ader et al. 1996). Bei
steigender Kaffeesauremenge im Lumen des Darms verzogert sich die Resorption

damit zunehmend und die maximalen Plasmaspiegel werden spater erreicht.

Neben den Hydroxyzimtsauren wurde nach Applikation beider Artischockenblatter-
Extrakte und Konjugatspaltung auch Luteolin in Plasma und Urin bestimmt. Die
Konzentrations-Zeit-Profile der Luteolin-Konjugate verliefen fur beide Extrakte
parallel. Der deutliche Unterschied im Flavonoid-Gehalt der beiden Extrakte spiegelte
sich nur in den Cpax- und AUC+-Werten wider. Bezogen auf die applizierte Menge an
Flavonoiden (berechnet als Luteolin-Aquivalente) war der Unterschied der
pharmakokinetischen Parameter jedoch statistisch nicht signifikant (p < 0,05). Dieses
deutet auf einen linearen Zusammenhang zwischen der applizierten Menge an

Flavonoiden und den Plasmakonzentrationen der Luteolin-Konjugate hin.

Die hohere in-vitro Wirksamkeit des Spezialextrakts wurde im Wesentlichen auf die
veranderte Zusammensetzung der Caffeoylchinasauren und auf den hodheren
Flavonoid-Gehalt zurlGckgeflhrt. Die unterschiedliche Zusammensetzung der
Caffeoylchinasauren scheint hingegen in-vivo kaum eine Rolle zu spielen. Nach
Applikation beider Extrakte wurden die gleichen Metabolite bestimmt. Der deutlich
hohere Flavonoid-Gehalt und das daraus resultierende veranderte Verhaltnis
zwischen Caffeoylchinasauren und Flavonoiden im Spezialextrakt kdnnte jedoch in-
vivo fur eine hohere Wirksamkeit verantwortlich sein. Das Verhaltnis spiegelte sich
entsprechend in den pharmakokinetischen Parametern (Cmax, AUCyot) Zwischen den
Caffeoylchinasaure-Metaboliten auf der einen und den Luteolin-Konjugaten auf der
anderen Seite wider.

Grundsatzlich verdeutlichen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die hohe
Wirkpotenz des Spezialextrakts. Bei dem Spezialextrakt handelte es sich um eine
Weiterentwicklung des Gesamtextrakts. Bezogen auf vergleichbare Mengen

Ausgangsdroge wurde der Spezialextrakt daher in einer wesentlich geringeren Dosis
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appliziert (Gesamtextrakt 2,4 g; Spezialextrakt 0,625 g). Trotz der geringeren Dosis
des Spezialextrakts wurden fir die Metabolite hohere Plasmakonzentrationen
erreicht. Um die Metabolite im Plasma in gleichen Konzentrationen zu bestimmen
wie nach Applikation des Gesamtextrakts, sind also wesentliche geringere Mengen
Spezialextrakt notwendig. Daraus ergibt sich bei arzneilicher Anwendung des
Spezialextrakts eine geringere Dosierung als bei Anwendung des in vielen
Handelspraparaten enthaltenen Gesamtextrakts und damit verbunden eine

Verbesserung der Compliance des Patienten.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik von
Inhaltsstoffen (Caffeoylchinasauren, Luteolin-7-O-glucosid) aus
Artischockenblatter-Extrakt an gesunden Probanden untersucht. Zur Planung
einer Hauptstudie und zur Entwicklung von Aufarbeitungs- und Analysenmethoden
von Plasma und Urin erhielten in einer Pilotstudie 3 Probanden 500 bzw. 1000 mg
Artischockenblatter-Spezialextrakt. Basierend auf den Ergebnissen der Pilotstudie
wurde in der Hauptstudie die Bioverfugbarkeit von zwei Artischockenblatter-
Extrakten verglichen, die aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzungen in-vitro
verschiedene Wirkprofile aufwiesen. Dazu erhielten 14 Probanden in einem
zweifach-cross-over Design mit 2-tagiger Run-In-Phase bei pflanzenfreier Diat
sowohl 2,49 Artischockenblatter-Gesamtextrakt  (entsprechend 106,95 mg
Kaffeesaure; 14,40 mg Luteolin) als auch 625 mg Artischockenblatter-Spezialextrakt

(entsprechend 153,84 mg Kaffeesaure; 35,23 mg Luteolin).

Vorraussetzung fur die Analyse von Plasma- und Urinproben war die Entwicklung
einer Aufarbeitungsmethode zur simultanen Extraktion von Hydroxyzimtsauren und
Flavonoiden. Die entwickelte Methode bestand im Gegensatz zur Flussig-Flussig-
oder Festphasenextraktion nur aus einer einfachen Proteinfallung mit anschliel3ender
Aufkonzentrierung und ermdglichte somit die parallele Aufarbeitung einer relativ
groRen Probenzahl. Alle Analyten wurden gleichzeitig mit einer immer noch
ausreichenden reproduzierbaren Wiederfindung von 65-85 % in Plasma bzw. von 50-
80 % in Urin extrahiert. Die Methode konnte entsprechend internationaler Richtlinien

zur Validierung bioanalytischer Methoden validiert werden.

Zur Analytik von Hydroxyzimtsauren und Flavonoiden wurde eine HPLC Methode
mit coulometrischer Array Detektion entwickelt. Die Methode ermoglichte die
simultane Bestimmung aller Analyten vor und nach enzymatischer Spaltung in
Plasma bzw. Urin im unteren ngmL" Bereich. Phase-ll-Konjugate der Analyten

wurden vermutlich aufgrund von Coelutionen nicht erfasst.
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Sowohl nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- als auch Spezialextrakt
waren genuine Extraktinhaltsstoffe nicht systemisch verfiigbar. Bei den systemisch
verfugbaren Metaboliten handelte es sich um Kaffeesaure, Dihydrokaffeesaure,
Ferulasaure, Dihydroferulasaure, Isoferulasaure und Luteolin, die mit Ausnahme
von Dihydroferulasaure Uberwiegend erst nach enzymatischer Spaltung von Phase-
ll-Konjugaten detektiert wurden. Die Konzentrations-Zeit-Profile der freien Form und
des Gesamtgehalts zeigten jeweils einen annahernd parallelen Verlauf. Eine
Identifizierung der Konjugate war leider nicht moglich. Die pharmakokinetische

Auswertung erfolgte daher nach Bestimmung des Gesamtgehalts.

Der Vergleich der Konzentrationskinetiken zwischen den einzelnen
Hydroxyzimtsduren nach Bestimmung des Gesamtgehalts zeigte, dass diese
bezlglich der Cpax- und tmax-Werte in zwei Gruppen einzuteilen waren. Nach
Applikation von Artischockenblatter-Gesamt- bzw. Spezialextrakt und enzymatischer
Spaltung von Konjugaten wurden fur Kaffeesaure, Ferulasaure und Isoferulasaure
maximale Plasmaspiegel (KS: 6,51£1,89 ng'mL'1 bzw. 8,04+2,64 ng'mL'1; FS:
8,89+1,66 ngmL" bzw. 1537+3,85ngmL"; IFS: 7,89+2,17 ngmL"  bzw.
10,5142,43 ngmL™") nach etwa 1h gemessen. Demgegeniiber waren die nach
enzymatischer Spaltung von Konjugaten bestimmten maximalen Plasmaspiegel von
Dihydrokaffeesaure und Dihydroferulasdure etwa um ein Drittel hoher (DHKS:
21,30+12,35 ngmL™" bzw. 29,53+12,40 ngmL"; DHFS: 27,56+13,79 ngmL™" bzw.
39,72+15,51 ngmL™") und wurden erst 6 bis 7 h nach Applikation der Extrakte
erreicht. Aufgrund eines deutlich ausgepragten biphasischen Eliminationsprofils
resultierte fur Ferulasaure eine etwa doppelt so lange terminale Halbwertszeit (ca.
6 h) als fur die anderen Hydroxyzimtsauren (ca. 3 h). Die Bestimmung des Anteils an
renal eliminierten Caffeoylchinaséduren, bezogen auf Aquivalente Kaffeesaure, in
Form der nach hydrolytischer Spaltung im Urin detektierten Hydroxyzimtsauren,
betrug etwa 4 bis 5 %. Den Hauptanteil bildeten Ferulasdure, Dihydrokaffeesaure

und Dihydroferulasaure.

Luteolin-Konjugate waren bereits 15 min nach Applikation von Artischockenblatter-
Extrakt im Plasma nachweisbar. Maximale Plasmaspiegel von 59,07 + 32,82 ng mL™
(Gesamtextrakt) und 156,51 + 92,25 ng mL™" (Spezialextrakt) wurden nach etwa 30

bis 40 min erreicht. Das Konzentrations-Zeit-Profil zeigte im Plasma einen deutlich
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biphasischen Verlauf, unterteilt in eine schnelle Verteilungs- und eine langsamere
Eliminationsphase. Die terminale Halbwertszeit betrug ca. 2,5 h. Bezogen auf die
verabreichte Luteolindosis wurden etwa 2 % in Form von Luteolin-Konjugaten renal

eliminiert.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse unterstutzen die
Annahme, dass Caffeoylchinasauren noch vor der Resorption einer Spaltung
unterliegen. Die unterschiedlichen tha-Werte der im Plasma bestimmten Metabolite
deuten darauf hin, dass die Esterbindung nicht nur im Kolonbereich durch intestinale
Mikroflora sondern zu einem gewissen Teil auch schon in oberen Darmabschnitten
gespalten wird. Fir den oberen Darmabschnitt ist allerdings bislang unbekannt,

wodurch eine Spaltung erfolgt.

Weitgehend ungeklart ist der Resorptionsmechanismus von Luteolin bzw.
Luteolin-7-O-glucosid. Fur Quercetinglucoside scheint in-vitro Untersuchungen zur
Folge sowohl der Transport mittels eines natriumabhangigen Glucosetransporters
(SGTL1) und die glycosidische Spaltung im Enterozyten als auch die Spaltung durch
luminale Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) und passive Diffusion des freiwerdenden
Aglykons moglich zu sein. Da Luteolin-7-O-glucosid und Quercetinglucoside beide
nur in Form von Phase-lI-Konjugaten bioverfugbar sind und sich die Konzentrations-
Zeit-Verlaufe der Metabolite in etwa entsprechen, lassen sich die beschriebenen

Resorptionsmechanismen mdglicherweise auf Luteolin-7-O-glucosid Ubertragen.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wirde eine pharmakologische Wirkung in-vivo
nach Einnahme von Artischockenblatter-Extrakt u.a. durch die 0.g. Substanzen bzw.
deren Phase-lI-Konjugaten hervorgerufen werden. Die pharmakodynamischen
Wirkungen dieser Metabolite sind bislang jedoch wenig untersucht. Vermutlich 1asst
sich die in klinischen Studien beobachtete Wirksamkeit von artischockenhaltigen
Praparaten weniger auf einzelne Substanzen als auf den synergistischen Effekt
mehrerer Komponenten zurlickflhren. Denkbar ware auch die enzymatische
Freisetzung der Aglykone aus den Konjugaten am Zielorgan. Eine entsprechende
Aktivitat gegenuber Glucuroniden konnte bereits fur HepG2 Zellen und neutrophile
Granulozyten gezeigt werden. Das Aglykon Luteolin hemmte in in-vitro

Untersuchungen die Cholesterinbiosynthese und steigerte die Gallensauresekretion.
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Luteolin und Hydroxyzimtsauren wiesen zudem in in-vitro Experimenten antioxidative

Wirkungen auf.

Der Vergleich von Artischockenblatter-Gesamt- und Spezialextrakt zeigte, dass
nach enzymatischer Spaltung die gleichen Substanzen in Plasma bzw. Urin
nachweisbar waren. Unterschiede in den pharmakokinetischen Parametern dieser
Substanzen resultierten alleine aus dem unterschiedlichen Gesamtgehalt an
Caffeoylchinasauren (bezogen auf Kaffeesdure) und Flavonoiden (bezogen auf
Luteolin) in den Extrakten. Fur die Bioverflgbarkeit der in Artischockenblatter-Extrakt
enthaltenen Mono- und Dicaffeoylchinasauren scheint nach diesen Untersuchungen
nur deren aquivalente Menge Kaffeesaure und nicht ihre Zusammensetzung im
einzelnen von Bedeutung zu sein. Eine hohere Wirksamkeit des Spezialextrakts in
vivo konnte demnach nur auf den deutlich hdéheren Gehalt an Flavonoiden

zuruckzufihren sein.

Da die Inhaltsstoffe im Spezialextrakt gegeniber dem Gesamtextrakt insgesamt
starker angereichert waren, besitzt dieser vermutlich auch in-vivo eine hohere
Wirkpotenz. Nach Applikation des Spezialextrakts waren die Konzentrationen der
Metaboliten im Plasma trotz der wesentlich geringeren Dosierung hoher als nach
Applikation des Gesamtextrakts (Spezialextrakt 0,625 g; Gesamtextrakt 2,4 g).
Dieses ermdglicht bei arzneilicher Anwendung eine Verringerung der Dosis und

damit verbunden eine Verbesserung der Compliance des Patienten.
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7 Anhang
Tab. 7.1 Demographische Daten der Probanden.
Probanden Alter GroRe Gewicht BMI

NI [Jahre] [em] [ka] [kg'm'z] Geschlecht Sequenz
01 25 196 88 22,91 Mannlich RP
02 23 185 88 25,71 Mannlich PR
03 24 187 84 24,02 Mannlich PR
04 24 192 76 20,62 Mannlich RP
05 24 186 76 21,97 Mannlich PR
06 24 174 75,5 24,83 Weiblich RP
07 24 182 69 20,83 Mannlich RP
08 24 173 68 22,72 Mannlich PR
09 24 182 67,5 20,38 Weiblich RP
10 25 176 67 21,63 Weiblich PR
11 25 177 66 21,07 Weiblich RP
12 26 178 62 19,57 Weiblich PR
13 22 170 58,5 20,24 Weiblich RP
14 38 167 47,5 17,03 Weiblich PR

Mw 25,14 180,36 70,91 21,68

SD 3,82 8,32 11,34 2,26

Min 22 167 48 17,03

Median 24 180 69 21,35

Max 38 196 88 25,7
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Tab. 7.2 Parameter der Kalibrierfunktionen im Plasma.

Tag Steigung Achsenabschnitt R?
Kaffeesaure 1 27,674 7,4622 0,9995
2 31,820 3,3151 0,9993
3 26,387 6,8630 0,9998
Dihydrokaffeesiure 1 25,413 77,7410 0,9998
2 25,784 94,6470 0,9923
3 31,226 83,5940 0,9993
Ferulasiure 1 31,653 4,2412 0,9990
2 27,411 10,5940 0,9978
3 23,436 13,0870 0,9993
Dihydroferulasdure 1 31,927 0,1505 0,9992
2 31,262 -0,5441 0,9856
3 34,850 1,7286 0,9973
Isoferulasiure 1 30,540 17,5580 0,9981
2 31,061 15,6060 0,9994
3 28,772 15,8900 0,9989
Luteolin 1 10,685 8,0960 0,9985
2 10,997 41711 0,9959
3 9,907 3,8671 0,9995
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Abb. 7.1 Residual Plots der Kalibriergeraden im Plasma (e Tag 1, m Tag 2, A Tag 3).
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Tab. 7.3 Prazision und Richtigkeit wahrend der Validierung im Plasma (,within-day precision®).

Wahrer Wert Mw Ccv RE
mgmll 0 gml [ [%

Kaffeesaure 2,07 1 1,71 18,36 -17,19 5
2 1,74 8,65 -15,87 5

15,50 1 15,33 2,88 -1,08 5

2 15,40 1,27 -0,67 5

51,65 1 52,43 10,39 1,51 5

2 50,75 6,79 -1,73 5

Dihydrokaffeesaure 2,04 1 2,41 16,56 18,08 5
2 2,36 16,25 15,58 5

25,55 1 22,33 2,67 -12,59 5

2 22,62 3,73 -11,48 5

76,65 1 79,04 3,65 3,12 5

2 80,72 3,07 5,31 5

Ferulasaure 2,15 1 1,86 14,24 -13,59 5
2 1,86 5,07 -13,63 5

16,10 1 17,57 6,61 9,13 5

2 17,54 4,96 8,95 5

53,65 1 48,75 7,77 -9,13 5

2 52,75 6,11 -1,67 5

Dihydroferulasaure 2,11 1 2,13 9,83 0,97 5
2 2,35 16,87 11,48 5

26,40 1 23,76 2,36 -10,01 5

2 23,98 5,22 -9,18 5

78,83 1 73,43 6,22 -6,84 5

2 75,40 11,05 -4,36 5

Isoferulasdure 1,05 1 0,98 18,11 -6,80 5
2 0,94 11,73 -10,15 5

15,78 1 16,89 6,68 7,04 5

2 16,50 4,77 4,56 5

52,60 1 52,83 9,87 0,45 5

2 48,06 6,52 -8,64 5

Luteolin 2,07 1 2,04 4,56 -1,63 5
2 2,07 4,65 -0,07 5

103,45 1 105,00 10,85 1,50 5

2 100,48 4,57 -2,87 5

258,63 1 262,36 4,83 1,44 5

2 263,12 5,67 1,73 5
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Tab. 7.4 Prazision und Richtigkeit wahrend der Validierung im Plasma (,between-day precision®),
berechnet aus den Mittelwerten der ,within-day precision®.

Wahrer Wert Mw cv RE
[ngmL"]  [ngmL"]  [%] [%]
Kaffeesaure 2,07 1,73 1,12 -16,53
15,50 15,36 0,29 -0,88
51,65 51,59 2,30 -0,11
Dihydrokaffeesaure 2,04 2,38 1,52 16,83
25,55 22,47 0,90 -12,04
76,65 79,88 1,49 4,22
Ferulasaure 2,15 1,86 0,03 -13,61
16,10 17,56 0,12 9,04
53,65 50,75 5,57 -5,40
Dihydroferulaséure 2,11 2,24 7,00 6,22
26,40 23,87 0,65 -9,60
78,83 74,41 1,86 -5,60
Isoferulasaure 1,05 0,96 2,59 -8,47
15,78 16,70 1,66 5,80
52,60 50,45 6,70 -4,10
Luteolin 2,07 2,05 1,11 -0,85
103,45 102,74 3,11 -0,69
258,63 262,74 0,20 1,59
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Tab. 7.5 Wiederfindung an verschiedenen Konzentrationsstufen nach Extraktion der Analyten aus
Humanplasma.

Konzentration Wiederfindung cv
[ngmL"] [%] [%]

Kaffeesaure 2,07 80,70+2,66 3,30
15,50 80,82+1,01 1,25

51,65 85,40+8,84 10,35

Dihydrokaffeesaure 2,04 86,73+5,64 6,48
25,55 80,61+2,60 3,23

76,65 85,60+2,52 2,94

Ferulasaure 2,15 62,20+5,13 8,24
16,10 64,5213,14 4,87

53,65 66,18+4,07 6,15

Dihydroferulasaure 2,11 82,59+5,98 7,24
26,40 70,30+1,97 2,80

78,83 72,58+4,50 6,20

Isoferulasaure 1,05 73,34+8,71 11,88
15,78 72,19+4,68 6,49

52,60 67,85+3,80 5,60

Luteolin 2,07 87,88+3,76 4,28
103,45 82,05+3,97 4,84

258,63 84,50+1,89 2,24
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Tab. 7.6 Parameter der Kalibrierfunktionen im Urin.

Tag Steigung Achsenabschnitt R?
Kaffeesiure 1 11,175 0,0973 0,0052
2 10,740 0,0914 0,9940
3 10,550 0,2321 0,9909
Dihydrokaffeesiure 1 9,217 -0,8110 0,9989
2 8,980 0,0257 0,9969
3 8,667 0,2925 0,9880
Ferulasaure 1 14,440 0,0726 0,9949
2 13,544 -0,6959 0,9950
3 13,876 -0,5681 0,9908
Dihydroferulasdure 1 18,985 0,1372 0,9969
2 18,618 -0,1692 0,9960
3 10,065 -0,2383 0,9967
Isoferulasiure 1 7,528 -0,0670 0,9861
2 8,562 0,1275 0,9936
3 9,024 -0,0475 0,9988
Luteolin 1 3,519 0,0889 0,9951
2 3,244 0,0675 0,9965
3 3,139 0,0995 0,9914
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Abb. 7.2 Residual Plots der Kalibriergeraden im Urin (e Tag 1, m Tag 2, A Tag 3).
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Tab. 7.7 Prazision und Richtigkeit wahrend der Validierung im Urin (,within-day precision®).

Wahrer Wert Mw Ccv RE
[ugmL"] [ngmL™] [%] [%]

Kaffeesaure 0,029 1 0,025 3,22 -11,80 5
2 0,026 10,17 -10,00 5

0,58 1 0,58 7,51 0,90 5

2 0,52 3,76 -9,01 5

1,15 1 1,24 3,36 7,48 5

2 1,06 2,28 -8,40 5

Dihydrokaffeesaure 0,054 1 0,056 14,25 4,68 5
2 0,057 6,55 5,80 5

1,07 1 1,12 7,61 4,41 5

2 0,97 3,19 -9,36 5

2,14 1 2,24 2,97 4,70 5

2 1,99 2,52 -7,28 5

Ferulasaure 0,111 1 0,109 10,74 -1,63 5
2 0,122 8,02 9,74 5

1,11 1 1,09 3,04 -2,03 5

2 1,18 3,79 6,11 5

2,22 1 2,39 1,95 7,73 5

2 2,33 1,38 5,02 5

Dihydroferulasaure 0,052 1 0,057 10,97 9,25 5
2 0,057 7,77 9,41 5

1,05 1 1,00 4,69 -4,10 5

2 0,99 4,88 -5,52 5

2,09 1 2,20 2,65 5,24 5

2 2,10 1,88 0,28 5

Isoferulasdure 0,052 1 0,048 1,33 -6,98 5
2 0,054 9,73 4,25 5

0,52 1 0,48 8,48 -7,42 5

2 0,56 7,35 7,52 5

1,04 1 1,11 7,72 6,71 5

2 1,14 5,66 8,98 5

Luteolin 0,052 1 0,044 7,54 -15,85 5
2 0,046 6,68 -12,00 5

0,52 1 0,51 6,60 -1,49 5

2 0,49 4,22 -6,62 5

1,04 1 1,09 3,02 4,53 5

2 0,95 3,65 -9,20 5
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Tab. 7.8 Prazision und Richtigkeit wahrend der Validierung im Urin (,between-day precision®),
berechnet aus den Mittelwerten der ,within-day precision®.

Wahrer Wert Mw cv RE
wgmL"l  [wgmL"] %] [%]
Kaffeesaure 0,029 0,026 1,43 -10,90
0,58 0,55 7,31 -4,06
1,15 1,15 11,28 -0,46
Dihydrokaffeesaure 0,054 0,056 0,76 5,24
1,07 1,05 9,98 -2,47
2,14 2,12 8,58 -1,29
Ferulasaure 0,111 0,115 7,73 4,05
1,11 1,13 5,64 2,04
2,22 2,36 1,80 6,37
Dihydroferulaséure 0,052 0,057 0,10 9,33
1,05 0,99 1,05 -4,81
2,09 2,15 3,42 2,76
Isoferulaséure 0,052 0,051 8,05 -1,36
0,52 0,52 10,56 0,05
1,04 1,12 1,49 7,84
Luteolin 0,052 0,045 3,16 -13,93
0,52 0,50 3,78 -4,06
1,04 1,02 9,94 -2,33
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Tab. 7.9 Wiederfindung an verschiedenen Konzentrationsstufen nach Extraktion der Analyten aus
humanem Urin.

Konzentration Wiederfindung cv
[ngmL"] [%] [%]
Kaffeesaure 0,029 61,15+4,15 6,78
0,58 65,54+4,82 7,35
1,15 64,79+2,16 3,33
Dihydrokaffeesaure 0,054 57,97+4,16 717
1,07 52,16+3,94 7,56
2,14 55,35+1,64 2,96
Ferulasaure 0,111 46,29+4,85 10,47
1,11 51,74+1,61 3,12
2,22 53,04+0,74 1,40
Dihydroferulasaure 0,052 68,89+5,84 8,48
1,05 69,61+3,28 4,71
2,09 71,23+1,89 2,66
Isoferulaséure 0,052 53,43+5,20 9,74
0,52 58,94+4,33 7,35
1,04 55,34+4,28 7,73
Luteolin 0,052 86,76+3,32 3,83
0,52 81,40+5,11 6,28
1,04 77,32+2,32 3,00
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Tab. 7.10 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Kaffeesdure (nach enzymatischer Spaltung) nach

Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.
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Cp

0,00
0,28
0,55
0,78
1,02
1,52
2,02
3,02
4,03
6,03
8,03
11,80
24,50

3,50
5,49
5,39
7,52
6,16
5,95
5,07
3,81
3,67
1,69
2,09
2,67
0,97

0,00
0,33
0,53
0,75
1,03
1,50
2,00
3,02
4,05
6,00
8,00
12,08
24,08

5,95
11,64
10,35
8,78
8,50
9,97
9,76
7,55
7,62
5,98
9,51
5,70
5,25

0,00
0,32
0,62
0,80
1,13
1,55
2,07
3,02
4,03
6,03
8,05
11,90
24,67

5,98
10,42
11,50
14,82
10,98
10,74
9,09
9,90
8,78
7,87
6,93
6,72
6,40

0,00
0,25
0,52
0,78
1,10
1,50
2,00
3,00
4,03
6,12
8,00
12,03
25,05

9,69
9,16
12,41
12,59
11,57
11,12
10,77
9,20
7,17
7,00
6,47
5,81
5,70

0,00
0,25
0,53
0,77
1,05
1,57
2,05
3,07
4,08
6,12
8,08
11,83
24,50

7,62
9,86
12,48
12,66
12,03
11,92
12,13
12,27
9,69
5,46
6,12
6,72
5,84

0,00
0,33
0,62
0,83
1,08
1,62
2,12
3,17
4,13
6,17
8,23
12,00
24,02

4,90
7,28
6,54
7,94
6,51
5,81
6,12
5,77
6,05
5,04
5,42
3,92
3,39

0,00
0,25
0,50
0,78
1,10
1,53
2,13
2,98
4,00
6,13
8,00
11,97
24,25

5,28
7,03
7,00
10,39
12,06
10,91
6,86
8,74
7,59
6,75
7,21
7,14
5,91
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Tab. 7.11 Plasmakonzentrationen [ngmL"] von Kaffeesdure (nach enzymatischer Spaltung) nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

01P

02P

o3P

04P

05P

06P

o7P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,02
4,00
6,00
8,00
11,53
23,00

12,76
9,41
12,73
10,42
15,62
11,50
8,85
10,21
9,23
7,07
4,93
4,72
4,09

0,00
0,37
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

14,86
8,50
11,30
11,50
12,03
12,38
10,04
8,18
7,07
6,65
7,69
5,14
4,20

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

5,88
7,76
11,71
11,23
11,02
11,75
9,13
10,74
10,11
8,85
7,66
7,00
5,53

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08

11,58
23,67

7,31
7,62
10,14
8,74
9,79
12,41
8,15
7,59
6,68
5,28
4,55
5,81
5,11

0,00
0,25
0,57
0,78
1,07
1,55
2,03
3,03
4,00
6,05
7,87
12,00
24,08

2,78
13,01
10,49
8,36
8,67
10,74
6,37
6,30
4,44
3,36
2,61
2,48
2,27

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

6,65
5,21
8,46
8,08
5,88
12,87
9,48
7,10
6,47
5,32
5,74
5,00
4,93

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,65
23,50

4,69
5,63
11,82
13,22

10,42
5,04
7,07
6,93
4,86
5,28

4,48

08P

09P

10P

11P

12P

13P

14P

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,80
1,05
1,50
2,05
3,07
4,08
6,05
8,05
12,02
24,00

8,67
7,31
10,53
9,83
10,07
14,79
9,02
5,81
5,60
3,78
3,29
3,46
2,98

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

2,40
5,77
8,18
10,25
7,03
7,14
7,03
5,14
5,07
3,99
1,82
3,71
2,16

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

6,86
14,76
11,09
13,29
13,46
18,46
13,29
11,09
10,95
7,59
7,10
5,98
5,32

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

7,38
9,69
13,01
12,10
12,13
12,38
12,90
9,97
10,14
7,66
6,82
7,55
6,09

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

5,56
9,30
11,43
14,86
18,01
14,72
15,39
14,86
12,31
7,83
6,37
5,95
5,95

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

5,98
9,79
7,69
7,97
7,87
8,11
6,79
7,00
7,66
5,53
6,65
5,39
3,43

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

7,07
11,23
14,76
14,44
14,62
13,95
12,10
9,55
9,02
6,89
6,86
7,07
6,61
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Tab. 7.12 Plasmakonzentrationen [ngmL™] von Dihydrokaffeesaure (nach enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

01R

02R

03R

04R

05R

06R

07R

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00

0,27

0,50

0,75

1,00

1,50

2,00

3,00

3,98

6,00

8,00

12,02
24,18

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
4,00
5,21
0,90
0,00

0,00

0,27

0,50

0,75

1,00

1,50

2,00

3,00

4,00

6,00

8,00

11,80
24,55

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
5,14
15,14
11,60
4,74
0,00

0,00

0,28

0,55

0,78

1,03

1,53

2,05

2,97

4,07

6,08

8,08

11,50
23,67

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
8,39
14,82
9,92
0,00

0,00

0,25

0,55

0,75

1,05

1,50

2,00

3,00

3,98

6,00

7,78

12,00
24,42

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
12,19
3,68
0,00
0,00

0,00

0,30

0,50

0,77

1,03

1,60

2,05

3,03

4,08

6,10

8,05

11,45
23,75

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
12,73
18,21
4,63
0,00
0,00

0,00

0,33

0,63

0,88

1,15

1,65

2,13

3,13

4,07

6,08

7,75

12,00
24,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

5,28
22,60
23,98
10,91
0,00

0,00

0,00

0,35

0,58

0,72

1,05

1,62

2,07

3,08

4,08

6,10

7,80

12,00
24,12

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
17,26
6,93
4,77
1,05
0,32
0,00

08R

09R

10R

11R

12R

13R

14R

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00

0,28

0,55

0,78

1,02

1,52

2,02

3,02

4,03

6,03

8,03

11,80
24,50

0,00
2,47
4,33
3,13
2,40
2,03
3,13
2,98
15,22
53,06
26,32
4,95
0,00

0,00

0,33

0,53

0,75

1,03

1,50

2,00

3,02

4,05

6,00

8,00

12,08
24,08

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,28
14,38
28,51
21,43
0,00
0,00

0,00

0,32

0,62

0,80

1,13

1,55

2,07

3,02

4,03

6,03

8,05

11,90
24,67

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
12,77
16,09
0,00
0,00

0,00

0,25

0,52

0,78

1,10

1,50

2,00

3,00

4,03

6,12

8,00

12,03
25,05

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,46
2,87
12,73
22,74
0,00
0,00
0,00

0,00

0,25

0,53

0,77

1,05

1,57

2,05

3,07

4,08

6,12

8,08

11,83
24,50

0,00
4,99
3,97
2,43
3,02
2,22
2,25
2,80
0,21
11,57
4,59
3,49
0,00

0,00

0,33

0,62

0,83

1,08

1,62

2,12

3,17

4,13

6,17

8,23

12,00
24,02

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
10,62
16,90
19,75
11,71
0,00
0,00

0,00

0,25

0,50

0,78

1,10

1,53

2,13

2,98

4,00

6,13

8,00

11,97
24,25

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

1,52
39,69
29,21
10,00
0,00
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Tab. 7.13 Plasmakonzentrationen [ngmL™] von Dihydrokaffeeséure (vor enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

02R 04R 06R 08R 09R 11R 12R
mi | P | | ©P | g | ©P [y | P || P | | P | m | CP
0,00 | 0,00 1 0,00 | 0,00 0,00 |0,00(0,00|0,00(0,00]|0,00(0,00]|0,00]0,00]0,00
0,27 | 0,001 0,250,001 0,33|/0,00(0,28|0,00(0,33/0,00|0,25|0,00]0,25]0,00
0,50|0,00)0,55|0,00|063|0,00(055|0,00(0,53]|0,00(|0,52|0,00]0,53]|0,00
0,75|0,00)0,75| 0,00 0,88 |0,00(0,78 0,00 (0,75|0,00|0,78 | 0,00 0,77 | 0,00
1,00 0,00|1,05|0,00(1,15|0,00{ 1,02 |0,00]| 1,03|0,00]1,10| 0,001 1,05 | 0,00
1,50 0,00(150(000(165|0,00|152|0,00]150|0,00(|1,50]|0,00](1,57|0,00
2,00 0,00 2,00|0,00|2,13|0,00(2,02|0,00(2,00]0,00(|200]0,08]2,05]|0,00
3,00 |0,00|3,00|0,00]3,13|1,30|3,02|0,00]|3,02|0,00(3,00(0,10 | 3,07 | 0,00
400|1,0113,98|0,00(4,07653|4,03|1,05]4,05|0,83]14,03|5,06]4,08]|0,00
6,00 | 7,62 16,00 1,74 16,08|2,73 6,03 (17,52(6,00|254|6,12|2,25]6,12 |13,39
8,003,607, 78|0,00]|7,75|0,798,03|7,77 (8,00 | 1,30 | 8,00 | 0,00 | 8,08 | 5,32
11,80| 0,00 |12,00| 0,00 (12,00| 0,00 {11,80| 0,00 |12,08| 0,00 |12,03| 0,00 |11,83| 0,00
24,55| 0,00 |24,42| 0,00 |24,00| 0,00 [24,50( 0,00 [24,08| 0,00 |25,05| 0,00 |24,50| 0,00
13R 14R
m | P | | ©P
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,33 | 0,00 ] 0,25 | 0,00
0,62 | 0,00 | 0,50 | 0,00
0,83 0,00 | 0,78 | 0,00
1,08 | 0,00 | 1,10 | 0,00
1,62 | 0,00 1,53 | 0,00
2,12 10,17 12,13 | 0,00
3,17 [10,21] 2,98 | 0,00
4,13 19,991 4,00 | 0,00
6,17 | 8,61 16,13 |11,16
8,23 | 5,17 | 8,00 |10,32
12,00| 0,00 |11,97| 6,01
24,02| 0,00 |24,25| 0,00
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Tab. 7.14 Plasmakonzentrationen [ngmL™] von Dihydrokaffeesaure (nach enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.
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02P

o3P

04P

05P

06P

o7P
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Cp
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Cp

t
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Cp

t
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t
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Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,02
4,00
6,00
8,00
11,53
23,00

0,00
4,11
6,20
6,78
7,44
8,17
8,31
7,37
9,19
19,60
8,83
5,21
0,00

0,00
0,37
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

4,15
20,40
22,70
9,48

0,00

0,00

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
14,19
10,51
0,00

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08
11,58
23,67

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
17,74
0,00
0,00
0,00

0,00
0,25
0,57
0,78
1,07
1,55
2,03
3,03
4,00
6,05
7,87
12,00
24,08

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,86

11,24
20,29
6,42

0,00

0,00

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,78
27,05
37,46
26,17
0,00
0,00
0,00

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,65
23,50

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
7,18
11,71
2,65
1,08
0,00
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11P
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14P
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Cp
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Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,80
1,05
1,50
2,05
3,07
4,08
6,05
8,05
12,02
24,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

14,05
47,58
37,35
16,13
6,45

0,00

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

4,63
21,79
49,37
31,11
0,00

0,00

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,86
13,28
42,10
24,31
0,00
0,00

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

0,00
0,00
0,00
1,81
3,93
13,98
21,10
34,79
29,57
33,33
2,73
0,00
0,00

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
7,11
13,46
13,17
20,99
25,08
1,78
0,00

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

0,00

0,00

0,00

0,00

1,19

13,14
19,64
32,35
26,87
25,85
13,39
1,12

0,00

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

0,00
0,00
0,57
0,90
3,64
0,17
2,87
5,76
14,63
18,80
38,45
3,60
0,00
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Tab. 7.15 Plasmakonzentrationen [ngmL™] von Dihydrokaffeeséure (vor enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

02P 03P 05P 06P 10P 11P 12P
mi | P | | ©P | g | ©P [y | P || P | | P | m | CP
0,00 | 0,00 1 0,00 | 0,00 0,00 |0,00(0,00|0,00(0,00]|0,00(0,00]|0,00]0,00]0,00
0,37 | 0,000,281 0,00|0,25|0,00(0,37 | 0,00 (0,50 |0,00|0,27 | 0,00 ] 0,33 | 0,00
0,58 |0,00)0,53|0,00|057|0,00(0,55|0,00(0,67|0,00(|0,58]|0,00]0,57]|0,00
1,00 | 0,00]0,78 | 0,00 | 0,78 | 0,00 | 0,77 | 0,00 | 0,92 | 0,00 |1 0,78 | 0,00 | 0,80 | 0,00
1,17 10,00 11,02 | 0,00 (1,07 |0,00{1,00|0,00]|1,08|0,00]1,03|0,00(1,08]|0,00
1,58 10,00(1,52(000(1,55|0,00|150|0,00]158|0,00|1,57|4,37|1,50 0,00
2,12 10,00 2,03|0,00|2,03|0,00(2,00|0,00(2,08]|0,00|203]|9,26]2,00]3,79
3,12 12,73 13,03|0,00]3,03|0,00]| 3,17 |12,62] 3,08 | 0,00 | 3,05 (13,94 3,03 | 6,38
412 | 3,24 14,02 |0,00 | 4,00 | 4,00 | 4,00 |20,66| 4,08 | 8,24 | 4,03 |12,70| 4,07 | 3,86
6,08 | 0,00 16,02 |0,00|6,05|4,92|6,00|8,53]|6,12 (23,33| 6,07 | 2,07 | 6,07 |10,51
8,08 |0,00)8,03|2,25|7,87|0,00(8,00|0,00]|8,08(10,18| 8,07 | 0,00 | 8,05 9,78
12,00| 0,00 |12,00| 0,61 [12,00| 0,00 {11,50| 0,00 |12,05| 0,00 |11,95| 0,00 |12,02| 0,00
24,00| 0,00 |124,08| 0,00 |24,08| 0,00 [23,75| 0,00 (24,08| 0,00 |24,25| 0,00 |24,08| 0,00
13P 14P
m | P | | ©P
0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
0,27 | 0,00 | 0,28 | 0,00
0,55(0,00 (0,50 (0,10
0,78 | 0,00 | 0,75 | 0,21
1,02 | 0,00 | 1,00 | 0,08
1,5519,4111,53 | 0,39
2,02 {15,18] 2,05 | 1,96
3,00 [20,37] 3,00 | 4,59
4,05 |113,03]| 4,00 | 4,99
6,03 |{11,60] 6,07 | 7,44
8,03 | 3,75 | 8,00 | 8,31
12,00| 0,00 |12,07| 2,29
23,67| 0,00 |24,33| 0,00
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Tab. 7.16 Plasmakonzentrationen [ng'mL'1] von Ferulasaure (nach enzymatischer Spaltung) nach

Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.
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8,00
11,80
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5,73
3,20

0,00
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0,78
1,03
1,53
2,05
2,97
4,07
6,08
8,08
11,50
23,67

2,86
6,06
8,60
8,49
9,11
7,07
6,93
5,33
8,60
8,02
5,69
4,09
2,83

0,00
0,25
0,55
0,75
1,05
1,50
2,00
3,00
3,98
6,00
7,78
12,00
24,42

2,62
8,35
13,55
14,60
11,62
8,86
9,69
7,22
7,04
7,77
6,64
10,13
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0,00
0,30
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0,77
1,03
1,60
2,05
3,03
4,08
6,10
8,05
11,45
23,75

3,98
10,57
12,60
12,57
12,17
9,98
6,97
6,09
7,62
8,57
7,04
5,40
3,29

0,00
0,33
0,63
0,88
1,15
1,65
2,13
3,13
4,07
6,08
7,75
12,00
24,00
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4,86
8,17
11,65
9,07
8,75
6,93
4,96
3,36
8,57
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0,35
0,58
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1,62
2,07
3,08
4,08
6,10
7,80
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24,12
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8,89
9,73
8,27
5,87
5,15
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7,62
5,07
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1,52
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4,03
6,03
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11,80
24,50
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4,09
6,78
11,33
10,27
5,91

5,11

4,53
3,62
6,38
4,20
1,43
1,06

0,00
0,33
0,53
0,75
1,03
1,50
2,00
3,02
4,05
6,00
8,00
12,08
24,08

0,74
5,33
8,17
7,29
6,89
5,51
4,09
4,96
3,55
4,75
7,47
2,76
0,91

0,00
0,32
0,62
0,80
1,13
1,55
2,07
3,02
4,03
6,03
8,05
11,90
24,67

1,93
7,44
10,64
9,62
10,57
9,58
5,91

4,71

3,51

5,22
4,93
6,97
1,70

0,00
0,25
0,52
0,78
1,10
1,50
2,00
3,00
4,03
6,12
8,00
12,03
25,05

2,08
7,87
11,22
12,97
11,04
10,13
8,13
5,40
4,09
8,02
5,26
4,53
2,77

0,00
0,25
0,53
0,77
1,05
1,57
2,05
3,07
4,08
6,12
8,08
11,83
24,50

1,23
4,56
9,07
8,02
8,09
8,27
5,69
5,22
4,67
3,98
4,71
5,33
0,72

0,00
0,33
0,62
0,83
1,08
1,62
2,12
3,17
4,13
6,17
8,23
12,00
24,02

3,69
8,49
11,69
9,11
8,27
7,40
7,87
6,75
7,07
8,31
9,40
6,97
4,13

0,00
0,25
0,50
0,78
1,10
1,53
2,13
2,98
4,00
6,13
8,00
11,97
24,25

0,54
2,89
5,33
8,86
7,47
7,80
3,40
3,98
3,36
6,57
4,96
5,18
0,50
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Tab. 7.17 Plasmakonzentrationen [ng'mL'1] von Ferulasaure (vor enzymatischer Spaltung) nach

Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

02R 03R 04R 05R 08R 09R 10R
mi | P | | ©P | g | ©P [y | P || P | | P | m | CP
0,00|1,2210,00|3,44|0,00|1,48 0,00 |0,03(0,00]|0,48|0,00]|0,00]0,00]|0,57
0,27 11,0710,28 1,66 0,25|14,02(10,30(0,82(0,28|3,15]0,33|0,56 | 0,32 | 0,00
0,50(1571055|1229|1055(288(050(165(0,55|2,03|0,53|0,54]0,62]|0,44
0,75|15510,78|1,62|0,75|6,24 0,77 | 1,02 (0,78 | 3,73 | 0,75 | 0,08 | 0,80 | 0,76
1,00 1631103 |3,84|11,05(298(1,03|0,80]|1,02|1,36]1,03|0,01]1,13|1,18
150096 153067150213 1160|0,78]152|264|1,50|0,18 | 1,55 1,00
2,001,3712,05|3,09|200|3,15(2,05(0,41 (2,02 |295|2,00|0,20|2,07]|0,13
3,00(203|297|307]300|1,64]3,03|0,59]|3,02|2,29](3,02|0,09]{3,02]0,85
4,00 4,07 |16,7813,98(0,82|4,08|1,21|4,03|0,82|4,05|0,00]4,03]|0,52
6,00 | 0,59 16,08 |11,95| 6,00 | 6,06 | 6,10 | 0,75 | 6,03 | 5,77 | 6,00 | 0,36 | 6,03 | 1,29
8,00|0,76 18,08|9,29|7,78|2,4118,05|0,38(8,03|0,428,00|0,40]8,05]|2,13
11,80 1,18 |11,50| 3,22 [12,00| 6,67 [11,45| 0,76 |11,80| 3,22 |112,08| 0,37 |11,90| 0,60
24,55| 0,19 123,67| 3,10 |24,42| 3,66 [23,75| 0,57 (24,50| 2,90 |24,08| 0,00 |24,67| 0,18
11R 12R 13R 14R
m | P [ my | P | my | OP | | ©P
0,00 1,91 ]10,00|0,00|0,00|7,73]0,00| 0,93
0,25(14,5310,25]|0,0010,33|8,24]10,25|0,25
0,52 14,8210,53|0,25]0,62 (12,02 0,50 | 0,31
0,78 544 (0,77 | 0,30 10,83 | 3,80 | 0,78 | 0,47
1,10 544 11,05|0,17 1,08 | 7,80 1,10 | 0,33
1,503,061 157 |0,00(1,62 5,44 | 1,53 | 0,60
2,0014,8912,05|0,00|2,12|8,3512,13 | 0,32
3,00(2321]3,07|0,00]3,17|1,99| 2,98 | 0,00
403|121114,08|0,00(4,13|4,06 (4,00 | 0,00
6,12 |1 5,006,121 1,05 6,17 | 9,07 | 6,13 | 1,02
8,00 |7,00|8,08|0,7118,23|8,67|8,00]| 0,94
12,03| 6,49 |111,83| 0,65 [12,00| 9,00 (11,97| 0,22
25,05| 2,63 |24,50| 0,54 |24,02| 5,66 |24,25| 0,00
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Tab. 7.18 Plasmakonzentrationen [ng'mL'1] von Ferulasaure (nach enzymatischer Spaltung) nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.
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23,00
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9,66
11,15
11,58
10,20
7,04
4,71
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2,14
2,44
0,71

0,00
0,37
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

2,40
15,33
17,98
23,48
21,80
20,13
15,80
12,35
10,57
10,71
13,58

5,98
2,98

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

1,98
7,37
13,88
15,29
18,38
19,65
13,11
10,57
10,82
13,22
10,64
8,57
2,11

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08

11,58
23,67

2,46
11,47
14,09
15,48
13,62
14,06
10,35
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4,24
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0,00
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7,87
12,00
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4,67
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17,37
19,77
14,78
13,44
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7,77
9,18
7,91
6,46
4,31

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

1,23
7,47
10,60
12,09
12,02
15,51
12,67
10,17
10,31
7,66
13,33
1,08
0,00

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,65
23,50

1,54
10,93
14,68
13,26

10,06
7,44
4,75
8,86
4,16
4,24
2,45
1,69
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13,37
17,73
21,22
19,51
19,33
17,18
11,77
8,78
8,38
6,49
8,57
2,68

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

4,09
12,35
13,73
14,38
13,11
13,44
12,57
11,07
9,33
9,77
7,73
4,89
3,62

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

3,36

17,88
14,13
18,46
16,86
18,89
16,78
13,66
10,93
11,95
11,87
9,77

0,71

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

3,95
8,89
15,58
15,33
16,06
15,62
12,86
8,64
7,26
8,75
4,16
4,02
2,75

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

0,70
7,15
9,04
12,31
16,28
15,98
14,57
10,46
8,53
7,40
6,93
3,47
1,24

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

0,34
6,27
7,26
7,80
11,87
11,22
5,18
5,77
6,20
4,27
5,33
2,84
0,06

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

3,01
13,29
21,29
18,53
19,33
19,66
13,91
11,04
7,84
12,82
12,17
10,02
3,55

155



Anhang

Tab. 7.19 Plasmakonzentrationen [ngmL"] von Ferulasdure (vor enzymatischer Spaltung) nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

01P 02P 03P 04P 05P 06P o7P
mi | P | | ©P | g | ©P [y | P || P | | P | m | CP
0,00 | 5,29 10,00|0,00|0,00|0,00(0,00(1,19 0,00 | 0,53 0,000,001 0,00]0,00
0,25|85710,37|11,44 10,28 762028 2,16 (0,25 | 5,55 0,37 | 0,00 | 0,28 | 0,26
0,50|766)1058|1,711053(162(0,33|3,84(0,57|3,23|0,55|3,84]0,58]|0,16
0,75|6,3111,00|1,7910,78 1,83 (10,82 |246 (0,78 | 4,02 0,77 | 1,43 ] 0,75 | 0,36
1,00 2,811117 (139(11,02(169|1,05|268| 1,07 |5581]1,00|0,73 1,03 |0,35
1501893158 (1271522291158 |281]1155|3,33|1,50(0,77 1,60 0,16
2,00(7,1812,1210,83|12,03|2,89 2,06 |183(203]|1,72|2,00]|0,48]|2,05]|0,07
302(71513,1211,01]13,03|0,55]|3,03|1,34|3,03|3,33|3,17 | 0,00 | 3,00 | 0,00
4008641412 0,76 [ 4,02 {150 |4,05|1,61]|4,00| 3,0014,00| 1,18 | 4,07 | 0,00
6,00 | 6,78 16,08 0,88|6,02|1,46 6,17 | 3,36 [ 6,05 | 7,51 |6,00| 1,50 | 6,08 | 0,00
8,00 |5,8418,08|0,00|803|0,91(8,08|3,10( 7,87 |5,47 (8,000,881 8,00 0,00
11,53| 8,97 |12,00| 0,00 [12,00| 0,53 [11,58| 0,55 |12,00| 6,42 |11,50| 1,18 |11,55| 0,00
23,00| 7,33 |24,00| 0,00 |24,08| 0,00 [23,67| 1,55 (24,08 3,98 |23,75| 0,00 |23,50| 0,00
10P 11P 12P 13P 14P
m | P [y | | mi | S| | CP | m | CP
0,001,161 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,20 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,97
0,502,116 10,27 11,621 0,33 |0,80 0,27 | 2,22 | 0,28 | 2,72
0,67 (1229(10,581,7410,57|11,23]1055|2,15] 0,50 | 3,33
092(145(0,78 | 0,0010,80|0,43]10,78| 1,00 | 0,75 | 4,38
1,08|161]1103|/0,82|1,08|1941,02|1,63] 1,00 2,92
1,58 11,48 |1 157 | 2,48 1,50 | 1,74 | 1,55| 0,95 | 1,53 | 4,71
2,08 1,8712,03|1,00|2,00(1,29|2,02|0,38(2,05]| 3,69
3,0810921]3,05|0,111]3,03|0,21]13,00|0,34|3,00| 1,64
408|187 14,03 (0,22 (4,07 038|4,05|2,12]14,00]| 1,92
6,12 | 3,51 16,07 | 1,67 | 6,07 | 0,79 | 6,03 | 3,33 | 6,07 | 5,77
8,08 | 2,37 | 8,07 | 0,74 18,05 | 2,451 8,03 | 2,93 | 8,00 | 8,02
12,05| 2,62 111,95/ 0,29 [(12,02| 2,56 [12,00| 1,72 |12,07]| 3,40
24,08| 0,78 |124,25| 0,28 |24,08| 0,84 [23,67| 0,01 [24,33| 0,00
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Tab. 7.20 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Dihydroferulasdure (nach enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.
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4,08
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8,56
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6,72
5,52
3,93
4,08
3,38

17,96
42,07
36,55
19,34
5,40

0,00
0,32
0,62
0,80
1,13
1,55
2,07
3,02
4,03
6,03
8,05
11,90
24,67
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11,90
12,42
10,79
9,29
7,24
3,59
3,81
2,89
19,65
19,06
7,18
2,89

0,00
0,25
0,52
0,78
1,10
1,50
2,00
3,00
4,03
6,12
8,00
12,03
24,05

22,16
26,78
31,04
28,10
24,91
21,33
17,13
15,79
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39,00
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0,00
0,25
0,53
0,77
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3,07
4,08
6,12
8,08
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24,50
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11,77
12,94
11,62
9,81
8,28
6,54
5,03
3,63
23,26
15,17
7,61

0,00
0,33
0,62
0,83
1,08
1,62
2,12
3,17
4,13
6,17
8,23
12,00
24,02

6,81

9,60
9,97
8,83
8,22
8,28
8,10
25,16
36,55
37,47
26,17
9,75

2,29

0,00
0,25
0,50
0,78
1,10
1,53
2,13
2,98
4,00
6,13
8,00
11,97
24,25

8,22

9,26

7,06

10,43
9,29

6,87

3,35

2,89

3,07
41,06
45,53
30,80
4,21
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Anhang

Tab. 7.21 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Dihydroferulasiure (vor enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

01R

02R

03R

04R

05R

06R

07R

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00

0,27

0,50

0,75

1,00

1,50

2,00

3,00

3,98

6,00

8,00

12,02
24,18

2,30
3,23
3,07
3,14
2,20
1,51
1,25
0,35
1,30
9,63
7,52
2,57
0,38

0,00

0,27

0,50

0,75

1,00

1,50

2,00

3,00

4,00

6,00

8,00

11,80
24,55

26,84
33,22
35,45
32,88
31,25
26,94
22,77
14,84
15,33
35,91
26,11
12,08
5,10

0,00

0,28

0,55

0,78

1,03

1,53

2,05

2,97

4,07

6,08

8,08

11,50
23,67

23,63
25,07
25,68
22,77
23,66
20,41
18,42
14,04
17,38
16,83
24,21
24,45
16,21

0,00

0,25

0,55

0,75

1,05

1,50

2,00

3,00

3,98

6,00

7,78

12,00
24,42

6,01
6,78
6,20
5,25
4,51
3,50
3,04
1,31
0,32
20,29
9,78
5,19
2,76

0,00

0,30

0,50

0,77

1,03

1,60

2,05

3,03

4,08

6,10

8,05

11,45
23,75

27,49
23,05
21,97
20,11
14,41
11,16
9,69
7,48
34,47
31,75
18,02
18,48
11,63

0,00

0,33

0,63

0,88

1,15

1,65

2,13

3,13

4,07

6,08

7,75

12,00
24,00

2,24
2,27
1,33
1,28
1,13
0,48
0,72
5,59
16,89
16,28
10,52
2,25
0,71

0,00

0,35

0,58

0,72

1,05

1,62

2,07

3,08

4,08

6,10

7,80

12,00
24,12

8,47
15,76
14,59
12,48
9,48
9,84
8,77
10,06
13,61
16,43
9,94
19,19
13,55

08R

09R

10R

011R

12R

013R

14R

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,28
0,55
0,78
1,02
1,52
2,02
3,02
4,03
6,03
8,03
11,80
24,50

14,74
17,99
13,58
16,98
9,66
11,31
10,55
8,92
12,69
54,63
30,43
14,13
11,13

0,00
0,33
0,53
0,75
1,03
1,50
2,00
3,02
4,05
6,00
8,00
12,08
24,08

5,77
5,86
4,91

4,64
2,95
1,83
0,82
1,82
11,96
29,33
16,95
15,51
2,05

0,00
0,32
0,62
0,80
1,13
1,55
2,07
3,02
4,03
6,03
8,05
11,90
24,67

5,52
6,90
8,83
8,07
6,41

4,61

3,01

2,48
1,48
15,20
14,47
5,65
1,03

0,00
0,25
0,52
0,78
1,10
1,50
2,00
3,00
4,03
6,12
8,00
12,03
24,05

16,46
23,08
21,30
19,16
16,77
15,66
10,52
10,24
18,67
25,43
4,21
5,98

0,00
0,25
0,53
0,77
1,05
1,57
2,05
3,07
4,08
6,12
8,08
11,83
24,50

6,90
7,42
8,10
7,33
6,14
4,42
3,63
2,48
1,81

24,03
10,24
5,22

0,00
0,33
0,62
0,83
1,08
1,62
2,12
3,17
4,13
6,17
8,23
12,00
24,02

3,50
5,59
5,56
5,10
5,19
4,57
4,91

18,14
24,85
22,89
16,61
5,06
1,20

0,00
0,25
0,50
0,78
1,10
1,53
2,13
2,98
4,00
6,13
8,00
11,97
24,25

7,85
8,10
9,23
7,30
5,13
3,96
2,76
1,29
2,06
31,07
32,85
22,10
2,29
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Anhang

Tab. 7.22 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Dihydroferulasdure (nach enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prufpraparat.

01P

02P

o3P

04P

05P

06P

o7P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,02
4,00
6,00
8,00
11,53
23,00

0,68
1,96
2,53
3,50
4,05
3,81
3,41
1,97
7,79
20,38
4,70
2,89
1,35

0,00
0,37
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

36,86
43,29
38,70
36,25
35,33
32,27
27,67
39,62
58,00
81,58
49,11
26,72
19,74

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

19,74
33,49
31,96
30,73
32,88
32,57
22,98
23,72
21,85
19,55
39,62
37,17
21,76

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08
11,58
23,67

8,77
13,86
12,60
12,48
12,11
11,25
8,25
5,06
15,79
31,99
9,63
8,83

0,00
0,25
0,57
0,78
1,07
1,55
2,03
3,03
4,00
6,05
7,87
12,00
24,08

32,27
36,25
34,10
26,60
28,01
21,54
19,16
21,82
30,40
60,75
30,43
8,16

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

0,66
1,49
3,29
3,66
3,66
4,36
4,88
29,11
45,28
33,58
4,33
2,37

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,65
23,50

11,62
12,42
14,16
13,79
n.d.
9,72
8,59
6,75
20,75
23,32
14,07
9,05
8,37

08P

09P

10P

11P*

12P

13P

14P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,80
1,05
1,50
2,05
3,07
4,08
6,05
8,05
12,02
24,00

12,85
16,86
16,03
16,77
11,65
11,01
14,01
31,65
61,06
66,88
38,09
34,10
23,02

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

13,61
12,45
11,41
10,49
8,65
7,67
5,86
9,57
28,01
66,24
44,79
6,84
5,13

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

5,62
6,01

3,04
6,05
6,26
5,43
4,88
6,17
17,96
57,38
39,92
12,36
2,03

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

12,17
10,49
9,60
9,72
8,86
9,29
16,03
25,19
18,97
42,68
44,21
19,83
18,30

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

0,68
4,08
4,54
4,45
7,48
17,29
22,59
32,76
37,87
32,85
19,00
7,61

1,41

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

10,09
9,14
9,48
8,10
7,36
7,30
9,35
11,10
19,43
38,70
59,53
35,02
4,42

* Dihydroferulasaure wurde hier von einem Plasmapeak Uberlagert.
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Anhang

Tab. 7.23 Plasmakonzentrationen [ng'mL'1] von Dihydroferulasdure (vor enzymatischer Spaltung)

nach Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

01P

02P

o3P

04P

05P

06P

o7P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,50

2,00

3,02

4,00

6,00

8,00

11,53
23,00

0,69
1,44
1,90
2,15
2,89
2,57
1,78
1,35
5,62
15,05
2,84
2,06
1,01

0,00

0,37

0,58

1,00

1,17

1,58

2,12

3,12

4,12

6,08

8,08

12,00
24,00

22,71
26,26
27,43
24,70
25,77
20,60
20,17
29,33
43,72
54,29
28,22
18,70
12,66

0,00

0,28

0,53

0,78

1,02

1,52

2,03

3,03

4,02

6,02

8,03

12,00
24,08

21,48
25,83
22,95
23,72
26,29
23,78
19,22
17,01
15,02
16,77
32,88
28,96
18,39

0,00

0,28

0,33

0,82

1,05

1,58

2,06

3,03

4,05

6,17

8,08

11,58
23,67

5,98
10,12
10,30
7,82
8,56
8,01
5,71
2,28
12,88
23,57
5,65
7,88

0,00

0,25

0,57

0,78

1,07

1,55

2,03

3,03

4,00

6,05

7,87

12,00
24,08

21,12
27,36
25,86
25,56
21,48
14,74
14,01
14,99
24,49
50,98
20,72
5,13

0,00

0,37

0,55

0,77

1,00

1,50

2,00

3,17

4,00

6,00

8,00

11,50
23,75

-0,20
2,02
1,92
1,81
2,60
2,52
3,75
19,49
31,65
21,15
9,48
2,18

0,00

0,28

0,58

0,75

1,03

1,60

2,05

3,00

4,07

6,08

8,00

11,65
23,50

8,16
9,08
6,41
8,04
7,61
6,26
5,00
3,90
15,20
16,12
8,68
7,67
5,06

08P

09P

10P

11P

12P

13P

14P

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00

0,25

0,50

0,80

1,05

1,50

2,05

3,07

4,08

6,05

8,05

12,02
24,00

6,29
7,24
7,12
5,86
6,57
3,87
4,94
14,29
28,74
30,00
17,84
10,95
10,67

0,00

0,30

0,67

0,75

1,03

1,53

2,03

3,03

4,05

6,00

8,07

11,93
24,58

6,75
6,01
5,03
4,64
4,94
3,81
3,50
4,91
n.b.
34,99
25,19
2,98
2,15

0,00

0,50

0,67

0,92

1,08

1,58

2,08

3,08

4,08

6,12

8,08

12,05
24,08

2,57
3,20
2,71
2,55
2,29
2,67
2,37
4,39
13,58
47,77
30,61
9,23
1,60

0,00

0,27

0,58

0,78

1,03

1,57

2,03

3,05

4,03

6,07

8,07

11,95
24,25

25,68
24,49
23,05

23,20
28,71
33,22
31,47
28,01
44,00
8,65
9,97

0,00

0,33

0,57

0,80

1,08

1,50

2,00

3,03

4,07

6,07

8,05

12,02
24,08

5,49
5,28
4,73
4,36
3,69
5,65
9,87
14,01
13,52
29,05
25,74
13,37
9,23

0,00

0,27

0,55

0,78

1,02

1,55

2,02

3,00

4,05

6,03

8,03

12,00
23,67

0,52

3,20

3,20

3,20

6,14

13,70
19,58
29,42
27,49
22,83
11,68
5,19

1,08

0,00

0,28

0,50

0,75

1,00

1,53

2,05

3,00

4,00

6,07

8,00

12,07
24,33

6,93
6,60
6,60
5,68
4,57
5,13
5,77
9,05
13,98
29,17
42,96
24,58
2,37
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Anhang

Tab. 7.24 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Isoferulasdure (nach enzymatischer Spaltung) nach

Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

01R

02R

03R

04R

05R

06R

07R

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,27
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,00
3,98
6,00
8,00
12,02
24,18

0,00
4,20
5,36
5,66
5,36
4,63
3,80
2,46
2,25
1,63
0,50
0,00
0,00

0,00
0,27
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,00
4,00
6,00
8,00
11,80
24,55

0,00
7,28
10,27
11,80
13,65
11,99
10,50
9,77
7,15
6,52
4,80
2,87
0,00

0,00
0,28
0,55
0,78
1,03
1,53
2,05
2,97
4,07
6,08
8,08
11,50
23,67

0,00
6,29
7,71
7,45
7,71
6,52
6,49
4,56
4,70
4,40
3,63
2,57
0,00

0,00
0,25
0,55
0,75
1,05
1,50
2,00
3,00
3,98
6,00
7,78
12,00
24,42

0,00
5,89
8,54
8,68
9,24
6,25
5,82
5,79
5,46
3,14
1,61
0,94
0,00

0,00
0,30
0,50
0,77
1,03
1,60
2,05
3,03
4,08
6,10
8,05
11,45
23,75

0,00
7,25
7,85
9,07
8,01
6,92
6,12
5,69
4,76
3,73
1,75
1,03
0,00

0,00
0,33
0,63
0,88
1,15
1,65
2,13
3,13
4,07
6,08
7,75
12,00
24,00

0,00
2,36
3,93
6,25
3,27
3,20
2,27
3,37
2,64

0,84
0,50
0,00

0,00
0,35
0,58
0,72
1,05
1,62
2,07
3,08
4,08
6,10
7,80
12,00
24,12

0,00
4,23
4,50
7,52
5,06
4,73
2,67
2,66
2,79
2,27
2,45
0,93
0,00

08R

09R

10R

11R

12R

13R

14R

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,28
0,55
0,78
1,02
1,52
2,02
3,02
4,03
6,03
8,03
11,80
24,50

0,00
3,97
4,46
6,95
5,99
4,43
3,60
2,32
2,10
3,10
1,91
0,27
0,00

0,00
0,33
0,53
0,75
1,03
1,50
2,00
3,02
4,05
6,00
8,00
12,08
24,08

0,00
3,67
5,56
5,49
4,93
4,53
3,43
3,60
3,34
1,57
1,35
0,00
0,00

0,00
0,32
0,62
0,80
1,13
1,55
2,07
3,02
4,03
6,03
8,05
11,90
24,67

0,00
7,18
9,31
8,74
8,58
8,48
4,36
3,97
3,47
2,23
1,46
0,39
0,00

0,00
0,25
0,52
0,78
1,10
1,50
2,00
3,00
4,03
6,12
8,00
12,03
25,05

0,00
5,33
9,57
8,44
8,28
6,65
5,72
3,87
2,10
3,17
2,16
0,00
0,00

0,00
0,25
0,53
0,77
1,05
1,57
2,05
3,07
4,08
6,12
8,08
11,83
24,50

0,00
2,90
5,79
6,02
5,89
5,19
4,56
3,30
2,24
0,27
0,04
0,00
0,00

0,00
0,33
0,62
0,83
1,08
1,62
2,12
3,17
4,13
6,17
8,23
12,00
24,02

0,00
5,86
6,39
6,12
4,86
3,87
4,23
3,14
3,63
1,86
1,22
0,42
0,00

0,00
0,25
0,50
0,78
1,10
1,53
2,13
2,98
4,00
6,13
8,00
11,97
24,25

0,00
2,34
3,24
5,99
6,25
7,42
3,37
3,14
2,21
0,88
0,19
0,00
0,00
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Anhang

Tab. 7.25 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Isoferulasdure (vor enzymatischer Spaltung) nach

Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

02R 03R 04R 05R 06R 09R 10R
mi | P | | ©P | g | ©P [y | P || P | | P | m | CP
0,00 | 0,00 1 0,00 | 0,00 0,00 |0,00(0,00|0,00(0,00]|0,00(0,00]|0,00]0,00]0,00
0,27 11,061 0,28 0,68]0,25|6,32(10,30(0,75(0,331,29|0,33|0,89]0,32|0,32
0,50({1,1410,55|0,54|1055|5,16 0,50 (0,40 (0,63 |0,09|0,53|1,88]0,62]|0,36
0,75|0,6510,78| 0,39 0,75|2,06 (0,77 | 0,36 | 0,88 | 0,70 | 0,75 | 0,00 | 0,80 | 0,36
1,00/ 0,611103|042(1,05(094{1,03|0,11]1,15|0,67]1,03|0,00(1,13|0,20
150061153035 (1,50(/0,53|11,60|0,00]165|0,00|1,50]|0,00(1,55]|0,00
2,00 0,4512,05|0,06|200|0,92(205|0,00(2,13]0,00(|2,00]0,00]2,07]|0,00
3,00 0,00|297|0,00]300]|0,36|303|0,00]3,13|0,00{3,0210,00]{3,02]0,00
4,00 |0,00|4,07|0,00(3980,21|4,08|0,00]|4,07|0,00]4,05|0,00]4,03]|0,00
6,00 | 0,00 | 6,08 | 0,00 | 6,00 | 0,00 | 6,10 | 0,00 | 6,08 | 0,00 | 6,00 | 0,00 | 6,03 | 0,00
8,00 | 0,00)8,08|0,00|7,78|0,00(8,05|0,00(7,75|0,00|8,00]|0,00]8,05]|0,00
11,80| 0,00 |11,50(| 0,00 [12,00| 0,00 {11,45| 0,00 |12,00| 0,00 |12,08| 0,00 |11,90| 0,00
24,55| 0,00 |123,67| 0,00 |24,42| 0,00 [23,75| 0,00 [24,00| 0,00 |24,08| 0,00 |24,67| 0,00
12R 14R

m | P | | ©P

0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

0,25|1,411 0,25 0,80

0,53 (0,62 (0,50 | 1,21

0,77 | 0,27 | 0,78

1,05|0,0811,10 | 0,17

1,57 1 0,00 | 1,53 | 0,03

2,050,001 2,13| 0,00

3,07 | 0,00 | 2,98 | 0,00

4,08 | 0,00 | 4,00 | 0,00

6,12 | 0,00 | 6,13 | 0,00

8,08 | 0,00 | 8,00 | 0,00

11,83| 0,00 |11,97| 0,00

24.50| 0,00 |24,25| 0,00
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Anhang

Tab. 7.26 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Isoferulasdure (nach enzymatischer Spaltung) nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

01P

02P

o3P

04P

05P

06P*

o7P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,02
4,00
6,00
8,00
11,53
23,00

0,00
5,69
8,25
8,68
10,10
8,28
6,89
5,79
2,71
2,48
0,33
0,77
0,00

0,00
0,37
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

0,00
9,84
11,83
14,28
14,55
12,06
9,80
7,85
5,76
3,17
1,33
0,28
0,00

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

0,00
2,51
6,19
6,89
8,05
8,54
5,56
5,33
5,56
4,43
3,34
2,66
0,00

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08
11,58
23,67

0,00
6,89
7,02
9,27
9,27
8,64
6,25
4,96
3,70
1,47
0,38
0,00
0,00

0,00
0,25
0,57
0,78
1,07
1,55
2,03
3,03
4,00
6,05
7,87
12,00
24,08

0,00
10,70
11,96
7,28
8,01
5,92
4,40
2,90
2,94
1,86
0,47
0,00
0,00

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,65
23,50

0,00
9,31
7,28
6,39

6,92
5,86
5,29
2,87
1,10
0,81
0,05
0,00

08P

09P

10P

11P

12P

13P

14P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,80
1,05
1,50
2,05
3,07
4,08
6,05
8,05
12,02
24,00

0,00
7,25
11,33
11,66
12,86
13,45
11,36
8,48
8,21
6,25
2,90
3,53
0,00

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

0,00
7,85
8,41
7,98
6,79
7,78
6,69
4,56
2,90
3,04
0,56
0,00
0,00

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

0,00
10,67
11,86
12,19
11,43
12,69
11,40
9,24
6,49
4,26
4,76
1,15
0,00

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

0,00
1,39
8,68
8,78
9,11
9,57
9,24
5,49

2,90
0,82
0,27
0,00

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

0,00
0,80
2,97
4,66
9,24
6,85
5,36
5,26
3,70
0,82
0,00
0,00
0,00

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

0,00
4,60
4,33
3,24
5,62
6,29
4,43
4,00
3,63
1,49
0,20
0,00
0,00

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

0,00
8,41
12,13
13,19
12,89
11,99
9,34
5,56
4,80
1,98
1,24
0,06
0,00

* “ . . .
Isoferulasdure wurde hier von einem Plasmapeak Uberlagert.
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Anhang

Tab. 7.27 Plasmakonzentrationen [ngmL™"] von Isoferulasdure (vor enzymatischer Spaltung) nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

01P

02P

o3P

04P

05P

06P

o7P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,02
4,00
6,00
8,00
11,53
23,00

0,00
2,50
2,22
1,36
4,26
0,49
0,13
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,37
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

0,00
3,73
3,70
4,16
4,13
2,05
1,92
0,82
0,53
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

0,00
1,82
3,20
2,94
3,14
2,70
1,23
0,37
0,76
0,60
0,30
0,67
0,00

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08
11,58
23,67

0,00
2,23
3,57
2,38
2,03
1,16
0,38
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,25
0,57
0,78
1,07
1,55
2,03
3,03
4,00
6,05
7,87
12,00
24,08

0,00
7,22
6,02
3,73
2,72
1,28
1,20
1,48
0,79
0,45
0,00
0,00
0,00

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

0,00
0,53
0,33
3,60
0,55
0,51
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,65
23,50

0,00
1,26
0,56
0,46
0,61
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

08P

09P

10P

11P

12P

13P

14P

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,80
1,05
1,50
2,05
3,07
4,08
6,05
8,05
12,02
24,00

0,00
2,45
1,97
3,73
5,36
3,77
0,89
2,46
1,74
1,11
1,43
0,97
0,00

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

0,00
0,74
0,66
0,39
0,58
0,30
0,15
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

0,00
2,50
1,55
1,46
1,44
1,82
1,41
0,60
0,40
0,40
0,52
0,00
0,00

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

0,00
1,73
2,27

2,18
1,99
1,62
1,43
0,77
0,85
0,00
0,00
0,00

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

0,00
1,48
2,29
2,24
4,50
3,40
2,13
2,18
0,61
0,51
0,00
0,00
0,00

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

0,00
0,43
0,51
0,69
1,46
1,38
0,80
0,25
0,10
0,05
0,00
0,00
0,00

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

0,00
6,85
7,65
6,79
5,79
6,32
4,36
3,10
3,57
1,91
1,09
0,21
0,00
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Anhang

Tab. 7.28 Plasmakonzentrationen [ng'mL'1] von Luteolin (nach enzymatischer Spaltung) nach

Applikation von Artischockenblatter-Gesamtextrakt, R=Referenzpraparat.

01R

02R

03R

04R

05R

06R

07R

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,27
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,00
3,98
6,00
8,00
12,02
24,18

6,82
66,06
41,37
38,71
34,91
24,66
21,14
17,53
14,68
18,48
11,74

8,70

8,17

0,00
0,27
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,00
4,00
6,00
8,00
11,80
24,55

6,76
41,08
31,21
29,59
25,23
17,91
15,73
12,78
13,64
26,27
13,26
6,75
5,20

0,00
0,28
0,55
0,78
1,03
1,53
2,05
2,97
4,07
6,08
8,08
11,50
23,67

5,36
40,51
39,47
27,60
25,13
27,88
21,24
11,74
14,40
13,73
13,07

7,99

5,28

0,00
0,25
0,55
0,75
1,05
1,50
2,00
3,00
3,98
6,00
7,78
12,00
24,42

8,81
129,59
88,38
69,76
52,86
45,45
42,03
25,80
22,38
24,75
16,58
13,54
8,91

0,00
0,30
0,50
0,77
1,03
1,60
2,05
3,03
4,08
6,10
8,05
11,45
23,75

5,36
26,17
23,71
19,72
17,06
18,77
14,49
10,51
15,73
17,34
8,45
6,35
5,07

0,00
0,33
0,63
0,88
1,15
1,65
2,13
3,13
4,07
6,08
7,75
12,00
24,00

7,32
42,22
30,26
38,43
23,04
22,66
18,20
17,63
16,49
12,12
11,17

8,04

7,12

0,00
0,35
0,58
0,72
1,05
1,62
2,07
3,08
4,08
6,10
7,80
12,00
24,12

6,39
45,12
39,41
35,99
27,04
27,21
17,31
28,28
15,69
20,15
12,66
11,89

7,55

08R

09R

10R

11R

12R

13R

14R

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,28
0,55
0,78
1,02
1,52
2,02
3,02
4,03
6,03
8,03
11,80
24,50

3,61
59,32
43,55
31,21
24,75
19,81
14,21
11,08
19,62

7,39
4,78

3,69

3,67

0,00
0,33
0,53
0,75
1,03
1,50
2,00
3,02
4,05
6,00
8,00
12,08
24,08

5,40
53,72
37,67
28,64
23,90
22,28
18,67
13,16
14,21

8,50
11,36
6,59
5,33

0,00
0,32
0,62
0,80
1,13
1,55
2,07
3,02
4,03
6,03
8,05
11,90
24,67

2,97
64,35
58,46
69,67
41,08
33,68
17,63
15,73
13,35
20,29
11,17

7,61

5,09

0,00
0,25
0,52
0,78
1,10
1,50
2,00
3,00
4,03
6,12
8,00
12,03
25,05

10,89
56,37
51,15
65,87
40,70
32,92
24,28
28,64
56,56
60,74
37,86
12,69
6,11

0,00
0,25
0,53
0,77
1,05
1,57
2,05
3,07
4,08
6,12
8,08
11,83
24,50

4,61
142,51
97,40
69,86
54,10
39,66
33,30
19,34
12,59
11,93
8,06
6,19
3,23

0,00
0,33
0,62
0,83
1,08
1,62
2,12
3,17
4,13
6,17
8,23
12,00
24,02

5,34
71,00
46,59
39,00
30,07
24,56
23,61
40,89
47,26
30,64
17,53

8,39

5,09

0,00
0,25
0,50
0,78
1,10
1,53
2,13
2,98
4,00
6,13
8,00
11,97
24,25

2,76
50,49
28,07
35,10
31,97
26,17
13,54
14,49
14,87
19,53
11,36

6,82
4,90

165



Anhang

Tab. 7.29 Plasmakonzentrationen [ng'mL'1] von Luteolin (nach enzymatischer Spaltung) nach
Applikation von Artischockenblatter-Spezialextrakt, P=Prifpraparat.

01P

02P

o3P

04P

05P

06P

o7P

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

t
[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
1,50
2,00
3,02
4,00
6,00
8,00
11,53
23,00

11,55
103,57
118,20
109,27
110,13
91,89
73,28
50,58
70,52
30,26
14,40
10,13
6,54

0,00
0,27
0,58
1,00
1,17
1,58
2,12
3,12
4,12
6,08
8,08
12,00
24,00

21,14
87,33
83,82
73,18
72,99
53,53
42,70
71,66
87,33
69,67
39,85
15,25
9,46

0,00
0,28
0,53
0,78
1,02
1,52
2,03
3,03
4,02
6,02
8,03
12,00
24,08

6,83
66,73
73,85
66,44
72,71
64,16
41,75
35,58
27,31
28,36
38,71
19,91

9,18

0,00
0,28
0,33
0,82
1,05
1,58
2,06
3,03
4,05
6,17
8,08
11,58
23,67

9,08
259,51
192,56
149,16
127,22
105,47

78,50
54,76
91,61
32,54
8,94

18,48
6,08

0,00
0,25
0,57
0,78
1,07
1,55
2,03
3,03
4,00
6,05
7,87
12,00
24,08

5,08
178,03
137,19
73,18
71,76
61,31
48,02
80,21
63,50
42,51
20,00
20,38

6,34

0,00
0,37
0,55
0,77
1,00
1,50
2,00
3,17
4,00
6,00
8,00
11,50
23,75

8,06
54,66
62,36
99,30
92,94
80,12
75,08
81,45
67,01
37,48
13,16
24,56

6,64

0,00
0,28
0,58
0,75
1,03
1,60
2,05
3,00
4,07
6,08
8,00
11,55
23,50

4,55
65,11
67,39
60,17
47,26
38,43
33,68
21,43
27,50
12,59

9,65

8,26
4,28

08P

09P

10P

11P

12P

13P

14P

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

[h]

Cp

0,00
0,25
0,50
0,80
1,05
1,50
2,05
3,07
4,08
6,05
8,05
12,02
24,00

9,56
73,18
64,16
84,00
73,94
83,44
74,51
68,72
44,50
20,10
12,97
10,51

7,94

0,00
0,30
0,67
0,75
1,03
1,53
2,03
3,03
4,05
6,00
8,07
11,93
24,58

5,90
147,64
101,58
95,69
75,84
61,03
51,34
46,69
29,50
14,78
11,46
8,28
6,62

0,00
0,50
0,67
0,92
1,08
1,58
2,08
3,08
4,08
6,12
8,08
12,05
24,08

5,44
149,54
103,95
122,95
112,50
110,60
87,24
70,52
53,15
28,55
17,72
9,46
4,32

0,00
0,27
0,58
0,78
1,03
1,57
2,03
3,05
4,03
6,07
8,07
11,95
24,25

6,18
143,36
169,10
148,40
162,55
128,83
161,22
124,09
119,91
140,61
80,12
34,25
10,60

0,00
0,33
0,57
0,80
1,08
1,50
2,00
3,03
4,07
6,07
8,05
12,02
24,08

3,53
232,16
165,68
187,52
173,28
163,78
157,13
87,90
42,13
85,43
35,10
12,69
6,25

0,00
0,27
0,55
0,78
1,02
1,55
2,02
3,00
4,05
6,03
8,03
12,00
23,67

7,20
391,32
188,47
131,21
132,35
133,77
96,36
69,29
60,08
45,74
26,84
19,62
5,80

0,00
0,28
0,50
0,75
1,00
1,53
2,05
3,00
4,00
6,07
8,00
12,07
24,33

5,43

228,36
240,70
170,43
147,64
126,74
90,28
66,06
43,93
49,73
18,86
11,65
3,18
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Anhang

Tab. 7.30 Urindaten fir Kaffeesaure nach Applikation von Artischockenblatter-

Gesamtextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Tab. 7.31 Urindaten  fiir
Artischockeblatter Gesamtextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Dihydrokaffeesaure

nach

Applikation

Proband NW NW suU suU
Ut frei [pg] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 0,00 0,00 153,47
02 0,00 0,39 0,00 228,64
03 0,00 1,82 50,27 268,30
04 0,00 0,00 6,90 98,57
05 0,00 0,94 109,38 306,00
06 0,00 3,01 39,17 286,98
07 0,00 1,26 0,00 138,59
08 0,00 2,69 78,33 240,97
09 0,00 0,27 0,00 171,19
10 0,00 1,43 17,13 158,54
11 0,00 0,51 37,51 93,54
12 0,00 341 0,00 492,64
13 0,00 0,38 80,65 319,20
14 0,00 0,29 14,99 165,77
MW 0,00 1,17 31,02 223,03
SD 0,00 1,15 36,33 107,30
Min 0,00 0,00 0,00 93,54
Median 0,00 0,72 16,06 199,91
Max 0,00 341 109,38 492,64

Proband NW NW SuU SuU
Ut frei [ug] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 1,57 36,92 877,34
02 0,00 0,00 178,55 1484,66
03 0,87 11,39 315,93 1963,59
04 0,00 2,45 147,75 384,72
05 0,00 3,91 199,17 1300,81
06 0,00 1,71 163,63 1949,03
07 0,00 1,73 85,12 713,39
08 1,60 7,88 556,63 2556,41
09 0,00 1,00 106,00 1637,34
10 1,26 9,50 86,70 354,80
11 0,00 3,88 166,89 1028,31
12 0,99 3,84 177,68 1623,33
13 0,72 3,03 77,58 4418,34
14 0,27 6,20 301,84 3785,12
MW 0,41 4,15 185,74 1719,80
SD 0,56 3,39 133,22 1191,41
Min 0,00 0,00 36,92 354,80
Median 0,00 3,43 165,26 1554,00
Max 1,60 11,39 556,63 4418,34
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Tab. 7.32 Urindaten fiir Ferulasdure nach Applikation von Artischockenblatter-

Gesamtextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Tab. 7.33 Urindaten  fir
Artischockenblatter-Gesamtextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Dihydroferulasaure

nach

Applikation

Proband NW NW suU suU
Ut frei [pg] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 2,73 27,81 107,89 893,11
02 6,63 34,38 213,94 1430,22
03 7,18 32,48 215,23 1201,15
04 2,83 34,10 80,71 909,99
05 6,92 20,49 330,02 1312,04
06 3,96 20,81 189,70 1634,60
07 7,44 22,66 326,84 1697,14
08 11,92 46,22 373,41 1468,16
09 4,91 18,51 150,61 798,83
10 3,80 17,26 65,81 547,94
11 7,91 34,28 247,36 1306,91
12 5,83 12,10 163,50 1563,55
13 2,77 6,87 269,32 1016,83
14 2,59 15,29 144,14 1277,76
MW 5,53 24,52 205,61 1218,45
SD 2,68 10,75 95,20 341,53
Min 2,59 6,87 65,81 547,94
Median 5,37 21,74 201,82 1292,34
Max 11,92 46,22 373,41 1697,14

Proband NW NW SuU SuU
Ut frei [ug] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 9,12 15,71 211,57 962,74
02 3,79 57,94 373,25 2425,74
03 18,77 76,21 907,23 2103,82
04 1,91 12,17 303,82 615,89
05 10,31 56,95 651,38 2078,67
06 0,90 22,30 58,13 893,06
07 2,21 60,67 580,38 2897,14
08 6,14 83,88 949,22 2710,79
09 2,19 26,22 132,52 948,72
10 1,56 36,24 74,69 391,32
11 36,82 94,10 904,36 2057,05
12 6,54 38,09 360,81 2093,10
13 5,66 19,98 1006,47 2309,24
14 1,45 28,83 292,84 1840,22
MW 7,67 44,95 486,19 1737,68
SD 9,69 26,70 342,57 812,78
Min 0,90 12,17 58,13 391,32
Median 4,72 37,16 367,03 2067,86
Max 36,82 94,10 1006,47 2897,14
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Tab. 7.34 Urindaten far Isoferulasaure nach Applikation von
Artischockenblatter-Gesamtextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Tab. 7.35 Urindaten fir Luteolin nach Applikation von Artischockenblatter-
Gesamtextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Proband NW NW suU suU Proband NW NW SuU SuU
Ut frei [pg] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug] Ut frei [ug] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 0,00 0,00 58,02 01 0,00 0,00 0,00 246,41
02 0,00 0,00 0,00 114,51 02 0,00 1,79 0,00 430,52
03 0,00 0,00 0,00 252,58 03 0,00 0,00 0,00 155,18
04 0,00 0,00 0,00 65,49 04 0,00 0,37 0,00 66,18
05 0,00 0,00 0,00 161,80 05 0,00 1,28 0,00 347,13
06 0,00 0,00 0,00 100,21 06 0,00 0,00 0,00 94,93
07 0,00 0,00 0,00 93,77 07 0,00 0,00 0,00 135,89
08 0,00 0,00 0,00 370,46 08 0,00 3,05 0,00 114,94
09 0,00 0,00 0,00 95,58 09 0,00 0,00 0,00 163,63
10 0,00 0,00 0,00 243,31 10 0,00 5,13 0,00 217,35
11 0,00 0,00 0,00 123,31 11 0,00 0,00 0,00 541,77
12 0,00 0,00 0,00 308,13 12 0,00 0,00 0,00 449,81
13 0,00 0,00 0,00 97,46 13 0,00 0,00 0,00 343,13
14 0,00 0,00 0,00 236,43 14 0,00 1,90 0,00 162,24
MW 0,00 0,00 0,00 165,79 MW 0,00 0,97 0,00 247,79
SD 0,00 0,00 0,00 98,41 SD 0,00 1,55 0,00 149,36
Min 0,00 0,00 0,00 58,02 Min 0,00 0,00 0,00 66,18
Median 0,00 0,00 0,00 118,91 Median 0,00 0,00 0,00 190,49
Max 0,00 0,00 0,00 370,46 Max 0,00 5,13 0,00 541,77




Anhang

Tab. 7.36 Urindaten fir Kaffeesaure nach Applikation von Artischockenblatter-

Spezialextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Tab. 7.37 Urindaten  fur
Artischockenblatter-Spezialextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Dihydrokaffeesaure

nach

Applikation

Proband NW NW SsuU SsuU
Ut frei [pg] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 0,00 0,00 316,78
02 0,00 0,00 17,91 215,61
03 0,00 0,00 40,60 285,33
04 0,00 1,15 65,98 253,27
05 0,00 2,52 37,90 383,86
06 0,00 0,46 41,51 506,31
07 0,00 3,27 3,70 225,89
08 0,00 1,30 126,33 499,73
09 0,00 1,83 27,83 296,07
10 0,00 0,62 124,18 381,24
11 0,00 1,51 37,92 300,31
12 0,00 0,00 85,64 782,83
13 0,00 0,36 77,60 363,83
14 0,00 0,81 9,55 235,85
MW 0,00 0,99 49,76 360,49
SD 0,00 1,01 41,01 152,28
Min 0,00 0,00 0,00 215,61
Median 0,00 0,72 39,26 308,55
Max 0,00 3,27 126,33 782,83

Proband NW NW SuU SuU
Ut frei [ug] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 0,69 40,10 977,24
02 0,00 1,34 328,58 1623,09
03 0,00 0,74 277,98 1503,74
04 0,00 5,25 268,76 938,95
05 0,00 3,07 356,13 1956,89
06 0,00 0,41 186,78 485,79
07 1,17 4,96 105,87 961,70
08 0,00 2,07 168,52 543,58
09 1,12 2,77 374,22 3679,21
10 0,00 1,56 616,55 2343,48
11 0,27 4,17 348,44 2491,45
12 0,00 2,05 468,48 3785,81
13 0,11 1,07 975,62 4083,56
14 0,00 5,48 184,87 2394,46
MW 0,19 2,54 335,78 1983,49
SD 0,41 1,78 236,81 1206,25
Min 0,00 0,41 40,10 485,79
Median 0,00 2,06 303,28 1789,99
Max 1,17 5,48 975,62 4083,56
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Tab. 7.38 Urindaten fiir Ferulasdure nach Applikation von Artischockenblatter-

Spezialextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Tab. 7.39 Urindaten  fur
Artischockenblatter-Spezialextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Dihydroferulasaure

nach

Applikation

Proband NW NW SsuU SsuU
Ut frei [pg] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 2,31 14,04 206,49 1315,28
02 4,36 31,42 128,04 1126,07
03 3,06 36,33 166,29 1702,96
04 3,84 40,93 166,56 1079,01
05 12,89 36,22 401,23 2256,96
06 1,33 2,25 178,29 542,37
07 5,76 29,41 150,09 1311,23
08 9,27 39,74 545,93 2570,87
09 2,86 8,70 147,27 968,24
10 6,25 19,27 262,45 1079,83
11 23,46 87,07 246,81 2163,71
12 4,11 5,22 282,57 1640,70
13 0,88 2,11 181,02 1175,78
14 6,08 28,91 148,31 1410,37
MW 6,18 27,26 229,38 1453,10
SD 5,91 22,25 116,76 559,31
Min 0,88 2,11 128,04 542,37
Median 4,24 29,16 179,66 1313,26
Max 23,46 87,07 545,93 2570,87

Proband NW NW SuU SuU
Ut frei [ug] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,47 6,95 255,58 773,85
02 18,85 46,95 770,93 2559,43
03 10,63 43,84 446,30 1840,17
04 4,16 22,19 595,66 1254,10
05 6,38 56,23 830,46 2897,10
06 0,00 0,84 190,19 453,43
07 8,81 66,68 401,01 1650,88
08 7,09 63,70 1048,35 5082,71
09 2,73 18,62 346,96 1480,71
10 0,74 22,36 387,42 1170,70
11 27,77 151,91 673,46 3414,43
12 0,62 23,90 635,40 2873,76
13 0,27 3,17 1169,31 2526,11
14 1,07 14,78 219,01 1688,60
MW 6,40 38,72 569,29 2119,00
SD 8,14 39,28 304,46 1212,66
Min 0,00 0,84 190,19 453,43
Median 3,45 23,13 520,98 1764,38
Max 27,77 151,91 1169,31 5082,71
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Tab. 7.40 Urindaten fur
Artischockenblatter-Spezialextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Isoferulasaure

nach

Applikation

Proband NW NW suU suU
Ut frei [pg] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 0,00 0,00 139,43
02 0,00 0,00 0,00 228,09
03 0,00 0,00 0,00 446,09
04 0,00 0,00 0,00 97,25
05 0,00 0,00 0,00 205,06
06 0,00 0,00 0,00 370,23
07 0,00 0,00 0,00 222,14
08 0,00 0,00 0,00 284,92
09 0,00 0,00 0,00 24416
10 0,00 0,00 0,00 288,96
11 0,00 0,00 0,00 394,04
12 0,00 0,00 0,00 210,87
13 0,00 0,00 0,00 365,20
14 0,00 0,00 0,00 87,26
MW 0,00 0,00 0,00 255,98
SD 0,00 0,00 0,00 109,56
Min 0,00 0,00 0,00 87,26
Median 0,00 0,00 0,00 236,12
Max 0,00 0,00 0,00 446,09
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Tab. 7.41 Urindaten fir Luteolin nach Applikation von Artischockenblatter-
Spezialextrakt. NW=Nullwert, SU=Sammelurin.

Proband NW NW SuU SuU
Ut frei [ug] |Ut total [ug]| Ut frei [ug] |Ut total [ug]
01 0,00 0,49 0,00 463,42
02 0,00 0,66 0,00 704,37
03 0,00 0,00 0,00 120,79
04 0,00 0,00 0,00 211,31
05 0,00 0,28 0,00 379,45
06 0,00 0,00 0,00 620,76
07 0,00 0,15 0,00 297,45
08 0,00 2,51 0,00 827,64
09 0,00 2,46 0,00 414,96
10 0,00 1,76 0,00 966,80
11 0,00 1,67 0,00 1682,20
12 0,00 0,00 0,00 1947,27
13 0,00 1,70 0,00 649,60
14 0,00 9,99 0,00 542,22
MW 0,00 1,55 0,00 702,02
SD 0,00 2,60 0,00 527,54
Min 0,00 0,00 0,00 120,79
Median 0,00 0,57 0,00 581,49
Max 0,00 9,99 0,00 1947,27
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Tab. 7.42 Renale Elimination der Analyten in Prozent der applizierten Dosis

nach Applikation Artischockeblatter-Gesamtextrakt.

KS=Kaffeesaure,

von

DHKS=Dihydrokaffeesaure,
DHFS=Dihydroferulasaure, IFS=Isoferulasaure, HZ=Hydroxyzimtsauren.

LUT=Luteolin,
FS=Ferulasaure,

Tab. 7.43 Renale Elimination der Analyten in Prozent der applizierten Dosis
nach Applikation von Artischockeblatter-Spezialextrakt LUT=Luteolin,
KS=Kaffeesaure, DHKS=Dihydrokaffeesaure, FS=Ferulasaure,
DHFS=Dihydroferulasaure, IFS=Isoferulasdure, HZ=Hydroxyzimtsauren.

Proband | LUT | KS |DHKS| FS |DHFS | IFS S”;I"Zme
01 171 | 0,14 | 082 | 0,84 | 0,90 | 0,05 | 275
02 299 | 021 | 1,39 | 1,34 | 2,27 | 0,11 | 5,31
03 1,08 | 025 | 1,84 | 1,12 | 1,97 | 024 | 5,41
04 046 | 0,09 | 036 | 0,85 | 0,58 | 0,06 | 1,94
05 241 | 029 | 122 | 1,23 | 1,94 | 015 | 4,82
06 066 | 027 | 1,82 | 1,53 | 0,84 | 0,09 | 4,55
07 094 | 013 | 067 | 1,59 | 2,71 | 0,09 | 5,18
08 080 | 023 | 239 | 1,37 | 253 | 0,35 | 6,87
09 114 | 0,16 | 1,53 | 0,75 | 0,89 | 0,09 | 3,41
10 151 | 0,15 | 0,33 | 051 | 037 | 023 | 159
11 3,76 | 0,09 | 096 | 1,22 | 1,92 | 012 | 4,31
12 312 | 046 | 152 | 1,46 | 1,96 | 029 | 5,69
13 2,38 | 0,30 | 413 | 095 | 2,16 | 0,09 | 7,63
14 113 | 0,15 | 354 | 119 | 1,72 | 022 | 6,83
MW 172 | 0,21 | 1,61 | 1,14 | 1,62 | 0,16 | 4,74
SD 1,04 | 0,0 | 1,11 | 0,32 | 0,76 | 0,09 | 1,82
Min 0,46 | 0,09 | 033 | 0,51 | 0,37 | 0,05 | 1,59
Median | 1,32 | 019 | 1,45 | 1,21 | 1,93 | 0,11 | 5,00
Max 3,76 | 0,46 | 413 | 1,59 | 2,711 | 0,35 | 7,63

Proband | LUT | KS |DHKS| FS |DHFS | IFS Sul_’rzme
01 132 | 0,21 | 064 | 0,85 | 050 | 0,09 | 2529
02 2,00 | 014 | 1,06 | 073 | 1,66 | 0,15 | 3,74
03 0,34 | 019 | 0,98 | 1,11 | 1,20 | 029 | 3,76
04 0,60 | 0,16 | 0,61 | 0,70 | 0,82 | 0,06 | 2,35
05 1,08 | 025 | 1,27 | 1,47 | 1,88 | 0,13 | 5,01
06 1,76 | 0,33 | 032 | 035 | 029 | 0,24 | 153
07 0,84 | 015 | 0,63 | 0,85 | 1,07 | 0,14 | 2,84
08 2,35 | 032 | 0,35 | 167 | 3,30 | 0,19 | 5,84
09 1,18 | 0,19 | 2,39 | 063 | 096 | 0,16 | 4,33
10 2,74 | 025 | 1,52 | 0,70 | 0,76 | 0,19 | 3,42
11 477 | 020 | 162 | 141 | 2,22 | 0,26 | 5,70
12 553 | 051 | 2,46 | 1,07 | 1,87 | 0,14 | 6,04
13 1,84 | 024 | 265 | 0,76 | 164 | 024 | 553
14 154 | 0,15 | 1,56 | 092 | 1,10 | 0,06 | 378
MW 1,99 | 0,23 | 1,29 | 094 | 1,38 | 0,17 | 4,01
SD 1,50 | 0,10 | 0,78 | 0,36 | 0,79 | 0,07 | 145
Min 0,34 | 014 | 0,32 | 0,35 | 0,29 | 0,06 | 1,53
Median | 1,65 | 0,20 | 1,16 | 0,85 | 1,15 | 0,15 | 3,77
Max 553 | 051 | 2,65 | 1,67 | 3,30 | 0,29 | 6,04
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Tab. 7.44 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse von Kaffeesaure im
Plasma nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. P=Prifpraparat, R=Referenzpraparat.

Conax tmax AUCq_ ot AUC, Kel ti

Préparat Proband [ngmL™] [h] [ngmL"h] [ng mL™"h] h™ [h]
P 1 5,10 0,75 16,11 32,99 0,17 4,04
2 3,10 1,00 9,17 13,83 0,14 4,94

3 6,80 1,02 25,58 34,37 0,12 5,76

4 7,90 1,58 18,68 20,20 0,47 1,47

5 10,20 0,25 21,52 22,79 0,53 1,32

6 7,70 1,50 13,08 13,62 0,46 1,52

7 8,50 0,75 15,94 16,76 0,37 1,86

8 11,30 1,50 21,95 22,40 0,74 0,93

9 7,90 0,75 20,02 27,13 0,23 2,95

10, 11,70 1,58 30,97 32,63 0,41 1,71

1 5,80 0,58 21,01 21,51 0,59 1,18

12 12,40 1,08 45,99 46,37 0,44 1,57

13 6,40 0,27 35,05 45,59 0,12 5,78

14 7,70 0,50 18,30 18,30 n.b. n.b.

MW, 8,04 0,94 22,38 26,32 0,37 2,69
SD 2,64 0,47 9,54 10,69 0,20 1,80

Min 3,10 0,25 9,17 13,62 0,12 0,93
Median 7,80 0,88 20,51 22,59 0,41 1,71
Max 12,40 1,58 45,99 46,37 0,74 5,78

R 1 10,30 1,00 25,00 25,20 0,52 1,34
2 4,60 1,00 17,48 19,59 0,20 3,50

3 5,60 0,55 16,23 17,72 0,31 2,21

4 7,30 0,55 25,00 25,29 0,40 1,72

5 6,00 1,60 25,65 33,09 0,13 5,39

6 6,40 0,88 13,84 14,36 0,46 1,52

7 9,00 0,58 21,20 22,22 0,26 2,65

8 5,70 0,78 15,43 16,05 0,42 1,64

9 5,70 0,33 16,16 16,16 n.b. n.b.

10 8,80 0,80 25,74 27,76 0,22 3,13

11 6,80 0,78 21,32 23,24 0,32 2,14

12 5,10 0,77 16,40 33,38 0,17 4,07

13 3,10 0,83 9,22 13,89 0,14 5,00

14 6,80 1,10 25,71 34,34 0,12 5,69

MW, 6,51 0,83 19,60 23,02 0,28 3,08
SD 1,89 0,30 5,35 7,15 0,13 1,53

Min 3,10 0,33 9,22 13,89 0,12 1,34
Median 6,20 0,79 19,34 22,73 0,26 2,65
Max 10,30 1,60 25,74 34,34 0,52 5,69
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Tab. 7.45 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse von
Dihydrokaffeesaure im Plasma nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. P=Priifpraparat,
R=Referenzpraparat.

Cnax tmax AUCq_ .t AUC, Ker tie
Priparat Proband | [ngmL™"] [h] [ng'mL™"h] [ng mL™"h] th™ [h]
P 1| 19,60 6,00 109,29 130,30 0,23 3,02
2 22,70 6,08 86,95 144,47 0,19 3,58

3 14,20 8,03 62,93 201,02 0,08 9,12

4 17,70 6,17 18,76 18,76 n.b. n.b.

5 20,30 6,05 73,35 75,80 0,46 1,50

6 37,50 4,00 127,87 133,52 0,66 1,05

7 11,70 6,08 34,63 50,01 0,25 2,82

8 47,60 4,08 214,13 238,51 0,26 2,64

9 49,40 6,00 215,35 223,45 0,47 1,48

10, 42,10 6,12 158,03 160,23 0,62 1,11

11 34,80 3,05 162,31 172,86 0,46 1,50

12 25,10 8,05 141,21 146,17 0,45 1,54

13 32,30 3,00 177,73 179,94 0,54 1,28

14 38,40 8,00 164,79 179,20 0,32 2,15

MW 29,53 5,77 124,81 146,73 0,38 2,52

sD| 12,40 1,69 62,57 62,93 0,18 2,14

Min| 11,70 3,00 18,76 18,76 0,08 1,05

Median| 28,70 6,07 134,54 153,20 0,45 1,54

Max 49,40 8,05 215,35 238,51 0,66 9,12

R 1 5,20 8,00 23,10 26,94 0,27 2,52
2 1510 6,00 78,32 101,85 0,21 3,36

3 14,80 8,08 73,32 73,32 n.b. n.b.

4 1220 6,00 25,00 30,52 0,67 1,03

5 18,20 6,10 57,16 81,62 0,25 2,74

6 24,00 6,08 90,31 157,89 0,19 3,64

7 17,30 3,08 38,30 38,86 0,45 1,54

8 53,10 6,03 210,34 222,75 0,41 1,68

9 2850 6,00 161,57 225,48 0,17 4,18

10, 16,10 8,05 70,10 79,86 0,31 2,27

1 22,70 6,12 46,85 46,85 n.b. n.b.

12 11,60 6,12 51,37 67,67 0,19 3,62

13 19,70 6,17 87,73 233,14 0,09 7,71

14 39,70 6,13 179,69 22228 0,24 2,87

MW 21,30 6,28 85,23 114,93 0,29 3,10

sD| 12,35 1,24 58,15 79,88 0,16 1,73

Min| 5,20 3,08 23,10 26,94 0,09 1,03

Median| 17,75 6,11 71,71 80,74 0,25 2,80

Max 53,10 8,08 210,34 233,14 0,67 7,71
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Tab. 7.46 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse von Ferulasdure im
Plasma nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. P=Prifpraparat, R=Referenzpraparat.

Conax tmax AUCq_ 1ot AUC, Kel ti
Praparat Proband [ngmL™ [h] [ngmL™"h] [ng mL™"h] h™ [h]
P 1 11,50 1,00 47,38 56,45 0,17 4,13
2 21,00 1,00 113,14 142,71 0,13 5,23
3 17,60 1,52 113,30 185,77 0,09 7,87
4 13,00 0,82 63,64 68,87 0,25 2,78
5 23,60 0,57 61,85 76,21 0,14 5,02
6 14,80 1,50 88,45 94,24 0,25 2,80
7 13,10 0,58 41,48 50,65 0,22 3,20
8 17,10 0,80 76,18 95,51 0,14 4,96
9 10,30 0,75 59,81 63,26 0,30 2,29
10, 15,70 1,58 112,59 184,63 0,08 8,64
1 12,20 1,03 46,11 47,82 0,28 2,44
120 15,50 1,08 86,19 102,72 0,16 4,36
13 11,50 1,02 60,58 96,05 0,08 8,56
14 18,30 0,50 108,31 215,05 0,06 10,94
MW 15,37 0,98 77,07 105,71 0,17 5,23
SD 3,85 0,35 26,54 54,87 0,08 2,73
Min| 10,30 0,50 41,48 47,82 0,06 2,29
Median| 15,15 1,00 69,91 94,88 0,15 4,66
Max 23,60 1,58 113,30 215,05 0,30 10,94
R 1 9,20 1,50 61,66 100,90 0,08 9,08
2 10,40 0,50 53,89 78,39 0,09 7,36
3 6,20 1,03 41,79 46,19 0,27 2,59
4 12,00 0,75 58,59 85,17 0,10 6,63
5 8,60 0,77 43,56 53,37 0,18 3,79
6 10,50 0,88 46,69 46,69 n.b. n.b.
7 6,70 0,72 23,93 33,25 0,22 3,19
8 9,70 0,78 36,93 41,14 0,26 2,71
9 7,40 0,53 50,08 85,32 0,07 9,84
10 8,70 0,62 47,74 81,32 0,07 9,28
11 10,90 0,78 48,57 60,93 0,16 4,37
12 7,90 0,53 48,49 90,86 0,07 10,29
13 7,90 0,62 50,72 95,14 0,08 9,13
14 8,30 0,78 50,09 65,35 0,16 4,36
MW, 8,89 0,77 47,34 68,86 0,14 6,35
SD 1,66 0,26 9,22 22,09 0,07 2,95
Min 6,20 0,50 23,93 33,25 0,07 2,59
Median 8,65 0,76 48,53 71,87 0,10 6,63
Max 12,00 1,50 61,66 100,90 0,27 10,29
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Tab. 7.47 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse von
Dihydroferulasaure im Plasma nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. P=Prifpraparat,
R=Referenzpraparat.

Conax tmax AUCq 1ot AUC, Kel ti

Priparat Proband | [ngmL™"] [h] [ng'mL™"h] [ng mL™"h] th™ [h]
P 1| 18,60 6,00 44,69 76,14 0,16 4,31
2 5530 6,08 224,30 229,47 0,52 1,33

3 19,80 8,03 79,09 151,59 0,15 4,61

4 26,90 6,17 84,09 93,26 0,32 2,14

5 46,00 6,05 164,17 174,74 0,39 1,78

6 44,00 4,00 152,17 157,22 0,72 0,97

7 16,30 6,08 71,66 75,40 0,42 1,64

8 53,40 6,05 301,35 414,84 0,15 4,71

9 60,50 6,00 240,04 242,39 0,68 1,02

10, 53,00 6,12 237,99 267,60 0,31 2,23

11 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

120 32,50 8,05 194,19 219,69 0,29 2,42

13 37,10 4,05 243,78 268,66 0,26 2,64

14 53,00 8,00 301,86 301,86 n.b. n.b.

MW 39,72 6,21 179,95 205,61 0,36 2,48
sD| 15,51 1,28 88,14 98,12 0,19 1,35

Min| 16,30 4,00 44,69 75,40 0,15 0,97
Median| 44,00 6,08 194,19 219,69 0,32 2,19
Max 60,50 8,05 301,86 414,84 0,72 4,7

R 1| 11,99 8,00 60,76 70,48 0,28 247
2 30,60 6,00 89,83 89,83 n.b. n.b.

3 14,80 8,08 73,15 73,15 n.b. n.b.

4 2413 6,00 81,95 91,81 0,32 2,14

5 32,31 4,08 156,08 219,68 0,16 4,39

6 23,40 6,08 118,59 123,16 0,44 1,59

7 12,30 6,10 63,47 88,67 0,16 4,44

8 62,90 6,03 191,82 192,08 1,04 0,67

9 3840 6,00 222,93 321,00 0,16 4,36

10, 16,80 6,03 84,67 103,83 0,25 2,81

11 25,90 6,12 50,31 50,31 n.b. n.b.

120 19,60 6,12 76,40 90,79 0,28 2,49

13 30,40 6,17 180,85 194,11 0,34 2,02

14 42,33 8,00 226,90 352,86 0,15 4,68

MW 27,56 6,34 119,84 147,27 0,32 2,91
sD| 13,79 1,05 62,91 95,33 0,25 1,35
Min| 11,99 4,08 50,31 50,31 0,15 0,67
Median| 25,02 6,09 87,25 97,82 0,28 2,49
Max 62,90 8,08 226,90 352,86 1,04 4,68
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Tab. 7.48 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse von Isoferulasdure im
Plasma nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. P=Prifpraparat, R=Referenzpraparat.

Conax tmax AUCq 1ot AUC, Kel ti

Priparat Proband | [ngmL™"] [h] [ng'mL™"h] [ng mL™"h] th™ [h]
i 1 10,10 1,00 34,94 36,27 0,29 2,39
2 14,50 1,17 54,31 55,10 0,38 1,81

3 8,50 1,52 52,88 85,59 0,08 8,61

4 9,30 1,05 32,35 33,56 0,43 1,61

5 12,00 0,57 28,11 29,84 0,37 1,90

6 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

7 9,30 0,28 28,58 30,50 0,36 1,90

8 13,50 1,50 76,71 96,81 0,13 5,14

9 8,40 0,67 32,34 35,22 0,31 2,22

10, 12,70 1,58 69,32 76,15 0,20 3,40

1 9,60 1,57 39,96 40,78 0,34 2,01

12 9,20 1,08 23,76 25,09 0,64 1,08

13 6,30 1,55 23,56 23,89 0,73 0,95

14 13,20 0,75 43,72 46,96 0,35 1,99

MW 10,51 1,10 41,58 47,37 0,36 2,69
SD 2,43 0,43 17,10 24,04 0,18 2,07

Min 6,30 0,28 23,56 23,89 0,08 0,95
Median 9,60 1,08 34,94 36,27 0,35 1,99
Max 14,50 1,58 76,71 96,81 0,73 8,61

R 1 5,70 0,75 20,28 22,39 0,30 2,31
2 13,70 1,00 102,48 113,66 0,09 7,44

3 7,70 1,03 51,11 77,91 0,10 7,16

4 9,20 1,05 42,73 46,87 0,21 3,37

5 9,10 0,77 43,58 48,58 0,20 3,44

6 6,30 0,88 20,79 22,71 0,22 3,12

7 7,50 0,72 23,74 39,47 0,12 5,55

8 7,00 0,78 27,65 28,43 0,42 1,67

9 5,60 0,53 23,08 29,94 0,19 3,63

10 9,30 0,62 35,19 36,78 0,28 2,52

1 9,60 0,52 32,06 41,07 0,20 3,48

12 6,00 0,77 18,57 18,97 0,81 0,85

13 6,40 0,62 28,16 29,63 0,28 2,52

14 7,40 1,53 19,67 20,22 0,48 1,44

MW, 7,89 0,83 34,94 41,19 0,28 3,46
SD 2,17 0,26 21,92 25,96 0,19 1,99

Min 5,60 0,52 18,57 18,97 0,09 0,85
Median 7,45 0,77 27,91 33,36 0,21 3,25
Max 13,70 1,53 102,48 113,66 0,81 7,44
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Tab. 7.49 Pharmakokinetische Parameter der Nichtkompartimentellen-Analyse von Luteolin im
Plasma nach Applikation von Artischockenblatter-Extrakt. P=Prifpraparat, R=Referenzpraparat.

Crnax tmax AUCq_ .t AUC; Ker tos

Priparat Proband | [ngmL™"] [h] [ng'mL™"h] [ng mL™"h] th™ [h]
P 4| 10880 0,50 368,92 370,68 0,54 1,29
, 6820 0,27 360,37 471,84 0,23 3,03

4 67,00 0,53 336,66 420,85 0,14 5,09

4 25043 0,28 506,55 506,64 1,12 0,62

g 17293 0,25 486,23 543,33 0,20 3,54

o 9160 0,77 396,67 411,68 0,51 1,37

4 6280 0,58 186,45 196,18 0,27 2,60

g 7500 0,80 304,61 308,05 0,39 1,78

o 14170 0,30 281,69 289,77 0,25 2,79

10 14410 0,50 466,05 480,42 0,30 2,33

11 16263 0,58 779,03 857,66 0,36 1,90

19 22859 0,33 788,49 807,83 0,39 1,79

43 38410 0,27 655,27 715,76 0,19 3,60

14 23532 0,50 590,39 613,32 0,27 2,55

mwl 15651 0,46 464,81 499,57 0,37 2,45
sp 9225 0,18 183,05 194,01 0,24 1,14

Min| 6280 0,25 186,45 196,18 0,14 0,62
Median  142:90 0,50 431,36 476,13 0,28 2,44
max| 38410 0,80 788,49 857,66 1,12 5,09

R 4| 6021 0,27 127,67 132,83 0,32 2,18
5 3829 0,27 148,51 156,18 0,36 1,94

4 3516 0,28 114,38 127,43 0,22 3,12

4 12178 0,25 233,62 257,08 0,19 3,65

| 2082 0,30 84,49 86,86 0,43 1,62

g 3490 0,33 90,29 93,50 0,29 2,42

4 3820 0,35 132,05 152,33 0,17 4,01

g 5570 0,28 92,10 93,69 0,67 1,04

g 4830 0,33 94,60 99,44 0,25 2,78

10, ©6:60 0,80 175,36 188,74 0,25 2,74

1l 5575 0,78 336,04 345,89 0,44 1,59

19 137.90 0,25 192,31 202,97 0,20 3,45

43 6570 0,33 257,91 266,92 0,36 1,95

14 4770 0,25 146,37 156,63 0,28 2,46
w5907 0,36 158,98 168,61 0,32 2,50
sp 3282 0,18 73,87 76,85 0,13 0,85

Min| 2082 0,25 84,49 86,86 0,17 1,04
Median  52:00 0,29 139,21 154,26 0,28 2,44
max  137:90 0,80 336,04 345,89 0,67 4,01
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Tab. 7.50 ANOVA Tabellen fiir den Vergleich von Cpax, tmaxe AUCit 112,
Kaffeesaure (Signifikanzniveau a = 0,05).

Ut und CI ren. von

Source df |SS MS F
Total 27 |3,16589 0,117255
g [Treatment |1 0,205434 |0,205434 |2,12039 0,16907 NS
© way 2 13 [1,70095 0,130842 |1,35049 0,29792 NS
Error 13 |1,25951 0,0968852
Source df |SS MS F
Total 27 |6,64472 0,246101
& [Treatment |1 0,013087 |0,013087 |0,037816 0,84882 NS
. way 2 13 [2,13273 0,164056 |0,474056 0,90413 NS
Error 13 [4,4989 0,34607
Source df |SS MS F
_ | Total 27 |3,79097 0,140406
gg Treatment |1 0,466481 |0,466481 |3,96134 0,068009 NS
< way 2 13 [1,79363 0,137972 [1,17165 0,38974 NS
Error 13 [1,53086 0,117759
Source df |[SS MS F
Total 25 |8,17759 0,327104
S |Treatment |1 0,29129 0,29129 1,10879 0,31493 NS
way 2 13 [4,99651 0,384347 |1,46302 0,26706 NS
Error 11 [2,88979 0,262709
Source df |[SS MS F
Total 27 |4,75259 0,176022
5 | Treatment |1 0,163458 |0,163458 |2,58086 0,13217 NS
way 2 13 |[3,76578 0,289675 |[4,57373 0,0049978 ***
Error 13 [0,82335 0,0633346
Source df |[SS MS F
| Total 27 |6,43327 0,247434
E’ Treatment |1 0,760411 |0,760411 |3,14368 0,10158 NS
o way 2 13 [2,77024 0,213095 |0,880975 0,58985 NS
Error 13 [2,90262 0,241885
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Tab. 7.51 ANOVA Tabellen fir den Vergleich von Cpax, tmaxe AUCit 112,

Dihydrokaffeesaure (Signifikanzniveau a = 0,05).

Ut und CI ren. von

Source df |SS MS F
Total 27 |6,82254 0,252687
g [Treatment |1 0,0014762 |0,0014762 |0,014342 0,90651 NS
© way 2 13 |5,48299 0,421768 |4,09766 0,0081323 ***
Error 13 |1,33808 0,102929
Source df |SS MS F
Total 27 |2,18498 0,0809251
& [Treatment |1 0,084863 |0,084863 |1,14285 0,3045 NS
. way 2 13 [1,13479 0,0872914 (1,17555 0,38749 NS
Error 13 10,965326 |0,0742559
Source df |SS MS F
_ | Total 27 13,7728 0,510103
gg Treatment |1 0,0026224 |0,0026224 |0,013120 0,91056 NS
< way 2 13 11,1719 0,859376 | 4,29972 0,0065868 ***
Error 13 |2,59828 0,199868
Source df |[SS MS F
Total 24 |7,77788 0,324078
S |Treatment |1 0,49345 0,49345 1,38284 0,26685 NS
way 2 13 |3,71606 0,285851 |0,801069 0,65261 NS
Error 10 |3,56837 0,356837
Source df |[SS MS F
Total 27 13,733 0,508628
3 | Treatment |1 0,242792 |0,242792 |0,575895 0,46146 NS
way 2 13 |8,00948 0,616114 |1,4614 0,25175 NS
Error 13 |5,48069 0,421591
Source df |[SS MS F
| Total 27 12,3537 0,457544
E’ Treatment |1 0,193786 |0,193786 |0,417331 0,52951 NS
o way 2 13 |6,12341 0,471032 |1,0144 0,48991 NS
Error 13 |6,03648 0,464345
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Tab. 7.52 ANOVA Tabellen fir den Vergleich von Cpax, tmaxe AUCi, ti2, Ut und CI ren. von

Ferulasaure (Signifikanzniveau a = 0,05).

Source df |[SS MS F
Total 27 |1,43504 0,0531496
§ Treatment |1 0,21033 0,21033 457725 0,051947 NS
© way 2 13 [0,627344 |0,0482572 |1,05018 0,4655 NS
Error 13 10,597365 |0,0459512
Source df [SS MS F
Total 27 |3,17376 0,117547
& |Treatment |1 0,350644 |0,350644 |3,57456 0,081168 NS
. way 2 13 [1,54789 0,119069 |1,21382 0,36602 NS
Error 13 [1,27523 0,0980944
Source df [SS MS F
_ | Total 27 |4,79404 0,177557
gg Treatment |1 3,105e-005 | 3,105e-005 | 0,000176 0,98959 NS
< way 2 13 [2,51129 0,193176 [1,10013 0,433 NS
Error 13 [2,28272 0,175594
Source df |SS MS F
Total 26 |6,8931 0,265119
S |Treatment |1 0,272207 |0,272207 |0,976886 0,34248 NS
way 2 13 |[3,27712 0,252086 |0,904679 0,57188 NS
Error 12 |3,34377 0,278647
Source df |SS MS F
Total 27 |3,75105 0,138928
5 | Treatment |1 0,324422 |0,324422 |3,09785 0,10189 NS
way 2 13 [2,0652 0,158862 |[1,51694 0,23137 NS
Error 13 [1,36143 0,104725
Source df |SS MS F
| Total 27 10,701 0,396332
E’ Treatment |1 0,32999 0,32999 1,07008 0,31979 NS
o way 2 13 [6,36206 0,489389 |[1,58698 0,20805 NS
Error 13 [4,00891 0,308378
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Tab. 7.53 ANOVA Tabellen fiir den Vergleich von Cpay, tmax AUC, tip,
Dihydroferulasaure (Signifikanzniveau a = 0,05).

Ut und CI ren. von

Source df |[SS MS F o]
Total 26 |5,52635 0,212552
g [Treatment |1 0,0036461 |0,0036461 |0,074747 0,7892 NS
© way 2 13 [4,93734 0,379796 |7,78591 0,00055581 ***
Error 12 10,585358 |0,0487798
Source df |[SS MS F o]
Total 26 |0,958135 |0,0368513
& [Treatment |1 0,0059679 |0,0059679 |0,218689 0,64842 NS
. way 2 13 0,624694 |0,0480533 |1,76088 0,16798 NS
Error 12 (0,327473 |0,0272895
Source df |[SS MS F ¢]
_ | Total 26 |8,01558 0,308291
gg Treatment |1 0,003072 |0,003072 |0,026685 0,87296 NS
< way 2 13 [6,63106 0,510081 |[4,43085 0,0072541 ***
Error 12 (1,38145 0,11512
Source df |[SS MS F p
Total 22 |6,80766 0,309439
S |Treatment |1 0,15784 0,15784 0,351013 0,56813 NS
way 2 12 [2,60277 0,216898 |0,482347 0,88079 NS
Error 9 |4,04704 0,449671
Source df |[SS MS F p
Total 27 10,3339 0,382738
5 | Treatment |1 0,23916 0,23916 1,95682 0,18526 NS
way 2 13 |8,50591 0,654301 |[5,35354 0,0024076 ***
Error 13 [1,58884 0,122218
Source df |[SS MS F p
| Total 26 13,2948 0,511338
E’ Treatment |1 0,444486 |0,444486 |3,08687 0,10439 NS
o way 2 13 (11,1224 0,855569 |[5,94175 0,0019988 ***
Error 12 [1,72791 0,143993
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Tab. 7.54 ANOVA Tabellen fiir den Vergleich von Cpax, tmaxe AUCi, ti2, Ut und CI ren. von
Isoferulasaure (Signifikanzniveau a = 0,05).

Source df |[SS MS F o]
Total 26 |1,5392 0,0592002
g [Treatment |1 0,0337227 |0,0337227 |1,08847 0,31737 NS
© way 2 13 [1,1337 0,0872077 |2,8148 0,041279 ***
Error 12 10,371782 |0,0309818
Source df |[SS MS F o]
Total 26 |4,6245 0,177865
& [Treatment |1 0,348122 |0,348122 |1,8218 0,20201 NS
. way 2 13 11,98333 0,152564 |0,798397 0,65455 NS
Error 12 [2,29305 0,191087
Source df |[SS MS F ¢]
_ | Total 26 |6,16057 0,236945
gg Treatment |1 0,199002 |0,199002 |1,29755 0,27689 NS
< way 2 13 [4,12116 0,317012 |2,06701 0,10922 NS
Error 12 [1,84041 0,153367
Source df |[SS MS F p
Total 26 |9,36413 0,360159
S |Treatment |1 0,537805 |0,537805 |2,14754 0,1685 NS
way 2 13 [5,82118 0,447783 |1,78807 0,16158 NS
Error 12 [3,00515 0,250429
Source df |[SS MS F p
Total 27 |7,81739 0,289533
5 | Treatment |1 0,117865 |0,117865 |0,507397 0,48886 NS
way 2 13 [4,67972 0,359979 |[1,54968 0,22016 NS
Error 13 [3,01981 0,232293
Source df |[SS MS F p
| Total 26 |13,0301 0,501158
E’ Treatment |1 0,543115 |0,543115 |0,917443 0,35705 NS
o way 2 13 [5,38314 0,414088 |0,699488 0,73444 NS
Error 12 [7,10385 0,591988
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Tab. 7.55 ANOVA Tabellen fiir den Vergleich von Cpay, tmax, AUCiot, t12, Ut und Cl ren. von Luteolin

(Signifikanzniveau a = 0,05).

Source df |[SS MS F
Total 27 |7,44435 0,275717
g [Treatment |1 0,0152366 |0,0152366 |0,105349 0,75067 NS
© way 2 13 |[5,54894 0,426841 |2,95128 0,030678 ***
Error 13 [1,88018 0,144629
Source df [SS MS F
Total 27 |4,46394 0,165331
& |Treatment |1 0,436507 |0,436507 |3,84635 0,071634 NS
. way 2 13 [2,55212 0,196317 |[1,72988 0,16768 NS
Error 13 |[1,47532 0,113486
Source df [SS MS F
_ | Total 27 |4,89623 0,181342
gg Treatment |1 0,296896 |0,296896 |4,21844 0,06067 NS
< way 2 13 |[3,68439 0,283415 |4,0269 0,0087684 ***
Error 13 [0,914945 |[0,0703804
Source df |SS MS F
Total 27 |5,60527 0,207603
S |Treatment |1 0,618768 |0,618768 |3,74913 0,074881 NS
way 2 13 [2,84094 0,218534 | 1,3241 0,31006 NS
Error 13 [2,14556 0,165043
Source df |SS MS F
Total 27 12,5629 0,465293
5 | Treatment |1 0,0430874 |0,0430874 |0,214364 0,65102 NS
way 2 13 [9,90682 0,762063 |3,79133 0,011334 ***
Error 13 [2,61302 0,201001
Source df |SS MS F
| Total 27 (10,7126 0,396764
E’ Treatment |1 0,115801 |0,115801 |0,416487 0,52992 NS
o way 2 13 [6,98226 0,537097 |1,9317 0,12419 NS
Error 13 |[3,61456 0,278043
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