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1. ZUSAMMENFASSUNG

Trotz zahlreicher Studien Uber den Einsatzbereich &therischer Ole fehlen wichtige
Untersuchungen und Daten zu ihrer Pharmakokinetik. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde die Menge an Thymol und Carvacrol im Harn vier gesunder Probanden,
davon zwei weibliche, nach einmaliger dermaler Applikation eines Oreganodls
quantifiziert. Das hierzu verwendete atherische Oreganodl wurde mit Jojobadl auf
5% (w/w) verdunnt. Ferner wurde eine weitere Untersuchung an einer Probandin nach
einmaliger oraler Applikation einer Oreganodl-Kapsel durchgeflhrt. Um die Rolle des
subkutanen Fettgewebes bei der Elimination von Thymol und Carvacrol festzustellen,
nahmen an der Pilotstudie auch Probanden mit hohem BMI teil. Fur die Dauer der
Studienzeit wurden Harnproben gesammelt. Die Probenaufarbeitung erfolgte mittels
der automatisierten Headspace-Festphasenmikroextraktion. Zur Analytik wurde ein
Gaschromatograph gekoppelt mit einem Massenspektrometer herangezogen. Zur
Bestimmung der Menge des Carvacrols und Thymols im Urin wurde zunachst der freie
Anteil, anschlieRend durch Zusatz einer Amidosulfonsaure zur enzymatischen
Spaltung der Konjugate der gebundene Anteil bestimmt. Freies Thymol und Carvacrol
konnte im Urin nur in Spuren nachgewiesen werden.

In Bezug auf den hohen BMI konnte folgendes festgestellt werden: Bei der Probandin
mit hohem BMI kam es Uber Nacht zu einer Anreicherung der Verbindungen im
subkutanen Fettgewebe, welche am darauffolgenden morgen schubhaft aus dem
Fettdepot freigesetzt wurden. Dagegen kam es beim mannlichen Probanden mit
hohem BMI bereits an Tag eins zu einer nahezu kompletten Ausscheidung. Bei den
Probanden mit niedrigerem BMI kam es zu einer geringen, aber dennoch
nachweisbaren schubhaften Freisetzung. Nach Applikation einer Einzeldosis einer
Oreganokapsel wurde Carvacrol in den ersten 24 h nahezu komplett ausgeschieden.
An den weiteren Tagen konnte nur eine geringe Menge an Gesamtcarvacrol

quantifiziert werden.



2. ABSTRACT

Although a large variety of studies show a wide range of application options of essential
oils, important pharmacokinetic data are largely missing.

The present pilot study sought to quantify the excreted amount of thymol and carvacrol
in urine after a single dermal administration of essential oregano oil on four healthy
volunteers (two female). In the dermal application condition a 5% (w/w) dilution of
oregano oil in jojoba oil was used. Further, another investigation was performed in a
female subject after oral application of a single dose of an oregano oil capsule as a
comparison to the dermal resorption. The second aim in this study was to determine
the role of subcutaneous fat, which is a main storage depot for a number of lipophilic
molecules in the elimination of thymol and carvacrol. Therefore, participants with high
and normal BMI were included. Urine samples were collected daily during the study
period. Determination of thymol and carvacrol in urine was carried out by automated
headspace solid-phase microextraction followed by gas chromatography combined
with mass spectrometry. The total amount of thymol and carvacrol after enzymatic
hydrolysis of the conjugates with sulfamic acid was quantified after quantification of
free thymol and carvacrol. Only a small amount of free thymol and carvacrol was
detectable in the volunteers’ urine. In respect of high BMI, the following was found:
There was an accumulation of the compounds in subcutaneous fatty tissue in the
female participant with high BMI. In regard to the pharmacokinetic data there was a
slow elimination of carvacrol on day one. An accumulation of the compounds over night
led to an episodical release on the following morning. However, the male subject with
high BMI appears to be the complete opposite as the most was eliminated on the first
day. Even though the excreted concentration was very low, subjects with normal BMI
showed an episodic release of the lipophilic compounds, as well.

The excretion of carvacrol after application of a single dose oregano oil capsule was
very quick, with most being excreted within the first 24 h. On the following days only a

very small amount of total carvacrol was quantified.



3. EINLEITUNG

3.1. Atherische Ole

Atherische Ole, die aus aromatischen Heilpflanzen gewonnen werden, werden seit
Jahrhunderten in der Volksmedizin fur Heilzwecke verwendet. Sie stellen ein
komplexes Vielstoffkomponentengemisch dar, das sich aus zahlreichen lipophilen,
fluchtigen Einzelsubstanzen zusammensetzt. Die Hauptkomponenten sind zumeist
Mono- und Sesquiterpene und gehdren zur Stoffgruppe der Isoprenoide, auch
Terpene bezeichnet. Eine weitere dominante Gruppe sind die Phenylpropanderivate.
Isoprenoide sind aus Cs-Isopreneinheiten aufgebaut, wobei die Basiseinheit
Monoterpene bilden, die aus zwei Cs-Einheiten, d.h. aus zehn Kohlenstoffatomen,
aufgebaut sind (Abbildung 1). Je nach Anzahl der Bausteine unterscheidet man
weiters zwischen Sesqui-, Di-, Tri-, Tetra- und Polyterpene, die wiederum innerhalb

der Gruppe in zyklische und azyklische Terpene unterteilt werden (Hansel et al., 2010).

A

Abbildung 1: Strukturformel von Isopren

Isoprenmolekile kommen sowohl durch eine 1,4-Verknipfung (= Kopf-Schwanz-
VerknUpfung) als auch durch eine 4,4-Verknlipfung (= Schwanz-Schwanz-
Verknupfung), einer Dimerisierung, zustande (Abbildung 2). Als Bestandteil
atherischer Ole findet man aufgrund ihrer Fliichtigkeit vorwiegend lipophile Mono- und

Sesquiterpene (Hansel et al., 2010).

/\/\J/\/
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Abbildung 2: Die Verkniipfungs-Arten der Isoprenmolekiile (Hansel et al., 2010)
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3.2. Wirkung von atherischen Olen

Atherische Ole haben aufgrund ihrer Komplexitat ein breites Wirkungsspektrum und
wirken dosisabhangig (Steflitsch et al., 2013). Sie werden zum Beispiel eingesetzt als
Expektorantien, Stomachika, Cholagoga und Carminativa, Rhinologika, in Mundpflege
und Gurgelmittel und als Zusatz zu Externa (Hansel et al., 2010).

Traditionell bekannte Thesen Uber die Wirkung atherischer Ole bzw. isolierter
Einzelverbindungen konnten in zahlreichen klinischen Studien bestatigt werden.
Aufgrund der mukolytischen, sekretomotorischen, expektorierenden, antimikrobiellen
und antitussiven Eigenschaften wird 1,8-Cineol bei diversen respiratorischen
Erkrankungen eingesetzt. Zahlreiche klinische Studien konnten eine signifikante
Verbesserung der Lungenfunktionsparameter bei chronischer Bronchitis (Mahlo, 1990;
Meister et al., 1999), COPD (Wittmann et al., 1998) und Asthma (Juergens et al., 2003)
zeigen. Federspil et al. demonstrierten im Rahmen einer doppelblinden,
randomisierten Multicenterstudie, welche in unterschiedlichen Behandlungszentren
ablief, die Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Myrtol standardisiert (Gelomyrtol®
forte) und einem vergleichbaren atherischen Ol gegeniiber Placebo bei 331 Patienten
mit akuten Sinusitiden. Sowohl Myrtol als auch das &therische Ol, welches nicht ndher
beschrieben worden ist, waren in Hinsicht auf Wirksamkeit und Vertraglichkeit
gegenuber Placebo statistisch signifikant Gberlegen (Federspil, 1997).

Gobel et al. zeigten in einer Studie bei 32 gesunden Probanden die schmerzlindernde
Wirkung von Pfefferminzél. Die Studie wurde doppelblind, randomisiert und
placebokontrolliert im Cross-over Design durchgefuhrt. Die Probanden erhielten vier
Praparate (Eukalyptusdl und/oder Pfefferminzdl in verschiedenen Konzentrationen in
Ethanol), welche grof¥flachig auf Stirn und Schlafen aufgetragen wurden. Pfefferminzol
allein  zeigte eine signifikante Linderung der Schmerzintensitat bei
Spannungskopfschmerzen (Gobel et al., 1995). Weiteres wirkt Pfefferminzdl bei oraler
Applikation u.a. bei Reizdarmsyndrom (Rees et al., 1979; Liu et al., 1997; Cappello
et al., 2007).

Eine antivirale und antibakterielle Aktivitat zahlreicher dtherischer Ole konnte in in vitro
Studien mehrfach gezeigt werden (Maruzella et al., 1958; Lee et al., 2017; Shapiro
et al., 1994, Pattnaik et al., 1996).



3.3. Wirkmechanismus

Angriffspunkte atherischer Ole sind Zellmembranen. Die Molekiile interagieren in
niedriger Konzentration mit bestimmten Enzymen, Rezeptorzellen, lonenkanalen und
Carriern, indem die spezifische Aktivitat dieser beeinflusst wird. In hoher Konzentration
Uben atherische Ole eine inhibitorische Wirkung auf die Membran durch Abdichtung
aus. Diese Effekte basieren auf den physikochemischen Eigenschaften atherischer
Ole (Teuscher et al.,1990).

3.4. Resorption

Die Therapie mit dtherischen Olen erfolgt nasal, intern und perkutan (Wabner et al.,
2012). Aufgrund der Lipophilie und der kleinen MolekiilgroRe werden &therische Ole
nach oraler Gabe rasch aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert (Teuscher
et al.,1990).

Srale Applikati
Nach wie vor gibt es einen Mangel an Untersuchungen zur Resorption fluchtiger
Substanzen nach oraler Applikation (Kohlert, 2001). Diliberto et al. untersuchten die
Resorption von radioaktiv markiertem 14C-Citral nach oraler Applikation an mannlichen
Ratten. Etwa 80-95% der verabreichten Radioaktivitat wurden in Atemluft, Urin und
Faeces detektiert (Diliberto et al., 1988).

Bounds et al. konnten in Ratten und Mausen uber 95% der Radioaktivitat des oral
verabreichten radioaktiv markierten 14C-t-Anethols im 24 h Urin wiederfinden (Bounds
etal., 1996).

Kohlert et al. untersuchten in einer pharmakokinetischen Studie die systemische
Verflugbarkeit von Thymol am Menschen. Zwolf Probanden wurde eine Dosis Thymian
Trockenextrakt mit einem Thymolgehalt von 1.08 mg pro Tablette verabreicht. Die
Resorption lag bei mindestens 16% des applizierten Thymols. Nachzuweisen war
Thymol in humanem Plasma und im Urin in Form seiner Metaboliten (Kohlert et al.,
2002).



C le Apolikati
Monoterpene kénnen aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften die Haut gut
penetrieren und eine lokale und systemische Wirkung bei dermaler Applikation
erzielen. Angewendet werden sie als Badezusatz (Rommelt et al., 1974; Schafer et al.,
1982) oder als halbfeste Zubereitung zur kutanen Anwendung u.a. in Form einer Salbe
(Schuster et al., 1986; Langeneckert, 1998). Die Resorption erfolgt rasch, wobei das
Ausmal von diversen Faktoren wie der GroRe des behandelten Hautareals, der
Hautbeschaffenheit, der Konzentration des Ols und der Expositionszeit abhangt. Die
maximalen Plasmakonzentrationen fir Campher, Menthol, a-Pinen, Isobornylacetet
und radioaktiv markiertem Limonen, die Hauptkomponente von Pinimenthole
Erkaltungsbad, wurden bei Mausen innerhalb von 10 min. nach Applikation erreicht
(Schéafer et al., 1982). Fur 1,8-Cineol dagegen wurde cmax beim Menschen nach einer
Stunde beobachtet (Langeneckert, 1998). Die verwendete Massagetechnik wahrend
der Applikation des é&therischen Ols hat ebenfalls einen Einfluss auf die
pharmakokinetischen Parameter wie von Fuchs et al. gezeigt wurde. Hierfir wurde
Carvon in Erdnussol, welches als Tragersubstanz fungierte, im unteren Bereich des
Abdomens einer Probandin aufgetragen. Zur Untersuchung der perkutanen
Absorption des Carvons wurde das Ol auf drei unterschiedliche Techniken (normale
Massage, lIrradiationsmassage und Okklusionsmassage) angewandt. Letztere
Massagetechnik zeigte einen signifikant hoheren Plasmaspiegel (Abbildung 3) und
eine um 2.2-2.7fache hohere Eliminationshalbwertszeit (t12:). Die Konstante der
Absorptionsrate zeigte allerdings keinen signifikanten Unterschied (Fuchs et al., 1997).
Aufgrund der Flichtigkeit der Verbindungen werden diese schon wahrend der
Applikation auf die Haut inhalativ resorbiert. Um ausschliel3lich die Menge an dermal
resorbierten Verbindungen zu quantifizieren verwendeten Friedl et. al in ihrer Studie
zur Quantifizierung von 1,8-Cineol in humanem Blut und Plasma ein Inhalationsgerat.
Dieses verabreichte den Probanden, wahrend der Applikation von 1,8-Cineol in
Erdnussadl in den unteren Bereich des Abdomens, frische, geruchlose Luft. Parallel
wurden vier weiteren Probanden 1,8-Cineol mit einem dafir vorgesehenen Gerat
inhalativ verabreicht. Im Vergleich zur dermalen Applikation wurde die Substanz nach
inhalativer Applikation funf bis zehn Minuten friher und in etwa zehnfach hdherer
Konzentration im Blut und Plasma detektiert. Dies begrindeten die Autoren durch die
Kumulation der lipophilen Monoterpene in subkutanem Fettgewebe (Friedl et al.,

2015). Auch in einer friher durchgefuhrten Studie fanden Friedl et al. einen
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signifikanten Zusammenhang zwischen dem Korperfettanteil und der quantifizierten
Menge an (-)-Linalool in humanem Blut. Bei Frauen, welche einen deutlich hdheren
Korperfettanteil aufwiesen, wurde eine gréliere Menge an (-)-Linalool quantifiziert
(Friedl et al., 2010).

40-

—=— normal masage
—a— occlusion wrap
—— irradiation

30

20

Concentration (ng/ml)

o4—= T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Time (min)

Abbildung 3: Plasmakonzentration des Carvons in Abhéngigkeit von drei verschiedenen

Massagetechniken (iibernommen aus Fuchs et al., 1997)

Nasal { inhalative Anplikati

Weitere Anwendungsformen stellen die nasale und inhalative Applikation dar. Hier
erfolgt die Resorption sowohl Uber die Schleimhdaute als auch uber die Lunge
(Teuscher et al.,1990). Zur Therapie von Atemwegserkrankungen, insbesondere bei
Infektionen des Respirationstraktes, eignen sich flichtige Monoterpene (Kohlert,
2001). 1,8-Cineol konnte bereits nach finf Minuten Inhalation im Blut nachgewiesen
werden. Die maximale Plasmakonzentration wurde nach 14-19 min erreicht. Bei allen
vier Probanden (zwei weiblich, zwei mannlich) waren sowohl die pulmonale Resorption
als auch tmax vergleichbar. Die Eliminationshalbwertszeit hingegen wies erhebliche
intraindividuelle Schwankungen auf. Bei den mannlichen Probanden lag diese

zwischen 2-4.8 min, bei den weiblichen Probanden zwischen 6.9-13.1 min.



Man nahm an, dass die Eliminationshalbwertszeit bei Frauen aufgrund des hdheren
Korperfettanteils im Bezug zum Kdrpergewicht einen 2.5-10mal hoheren Wert aufwies.
Somit vermuteten die Autoren, dass das subkutane Fettgewebe eine wesentliche Rolle
bei der Elimination des 1,8-Cineols spielen konnte (Jager et al., 1996). Die
Halbwertszeit nach oraler Verabreichung von 1,8-Cineol lag bei 5,86 h (Langeneckert,
1998). Friedl et al. zeigten in lhren Untersuchungen, dass lipophile, fluchtige
Monoterpene nach inhalativer Applikation friher im Blut detektiert werden konnten,
wahrend nach dermaler Applikation eine Detektion etwa funf bis zehn Minuten spater
erfolgte (Friedl et al., 2010, 2015). Die pulmonale Resorption lasst sich durch
verschiedene Faktoren, wie der Atemtechnik und Art der Verbindung, beeinflussen.
Etwa 54-76% der inhalativ verabreichten Dosis von a-Pinen, Menthol und Campher
wurden pulmonal resorbiert. Ermittelt wurde dieser Wert durch die Bildung der
Differenz eingeatmeter und abgeatmeter Menge. Hierbei wurden bei der Berechnung
der absorbierten Menge der Metabolismus vor der Resorption, die Ablagerungen des
Inhalats an der Schleimhaut sowie Verteilung in andere Kompartimente nicht
berucksichtigt (Rommelt et al., 1978; Rommelt et al., 1988; Levin et al., 1992).
Pharmakokinetische Parameter von Verbindungen lassen sich am besten durch die
Bestimmung der Plasmakonzentrationen nach intravendser Injektion bestimmen
(Kohlert, 2001). So wurden nur 4-6% der inhalativ applizierten Menge im Blut

wiedergefunden (Rommelt et al., 1978).

Trotz jahrhunderter langer Anwendung &therischer Ole in der Phytomedizin fehlen
nach wie vor grundlegende Daten zur Resorptions- und Eliminationsgeschwindigkeit,
systemischen Verfugbarkeit und Verteilung auf die einzelnen Organe der wichtigen
und zahlreich eingesetzten Terpene. Aus Vergiftungsfallen kann man schlussfolgern,
dass die Verteilung der Verbindungen auf alle Organe erfolgt und lipophile Terpenoide
auch in das Zentralnervensystem gelangen (Hansel et al., 2010). Sie kdbnnen aufgrund
ihrer Lipophilie und MolekllgrélRe mihelos die Blut-Hirn-Schranke passieren.
Versuchstiere zeigten nach Inhalation verschiedener Duftkomponente (Baldriandl,
Borneol, Isoborneol, Bornylacetat und Isobornylacetet) eine Reduktion ihrer
motorischen Aktivitat (Buchbauer et al., 1992). Eine deutliche Steigerung des
zerebralen Blutflusses konnte an acht gesunden Probanden mittels

Computertomographie festgestellt werden (Nasel et al., 1994).



Ambrosch et al. konnten nach einer inhalativen und dermalen Applikation einen
Einfluss auf die Gehirnaktivitat feststellen. Gesunden Probanden wurden (-)-Linalool
und 1,8-Cineol auf inhalativem und dermalem Weg verabreicht. Nach dermaler
Applikation von 1,8-Cineol konnte wie erwartet eine gesteigerte Gehirnaktivitat im
Forntalkortex festgestellt werden. Dermal verabreichtes (-)-Linalool flhrte zu einer
gesteigerten zerebralen Durchblutungsrate in den Basalganglien, welche mit einer
Magnetresonanztomographie registrierte wurde. Zusatzlich wurde die Fehlerquote bei
der Durchfuhrung einer Arbeitsgedachtnis-Aufgabe verringert. Nach inhalativer
Applikation konnte keine veranderte Gehirnaktivitat festgestellt werden (Ambrosch et
al., 2017)

3.5. Carvacrol und Thymol

Die Isomere Carvacrol (2-Methyl-5-(1-methylethyl)-phenol) und  Thymol
(2-(1-Methyethyl)-5-methyl-phenol) sind monocyclische Monoterpenphenole, die als
Inhaltsstoffe verschiedener Arzneipflanzen vorkommen. Mengenmal3ig dominierend
sind sie im &therischen Ol in Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) und Origanum vulgare
L. (Lamiaceae) enthalten. Das Verhaltnis beider Monoterpene variiert je nach Herkunft,
Erntezeit und Klima (Hansel et al., 2010).

Die Biosynthese erfolgt Uber den klassischen, enzymkatalysierten Acetat-Mevalonat-
Weg (Abbildung 4). Glucose wird in mehreren Reaktionsschritten zu
Phosphoenylpyruvat (PEP) abgebaut. Durch Decarboxylierung und Acetylierung zu
Acetyl-CoA wird aus drei Molekulen Acetyl-CoA die Mevalonsaure synthetisiert.
Letztere wird zu y-Terpinen umgewandelt, welches durch Aromatisierung zu p-Cymen
und in weiterer Folge durch Hydroxylierung zu Carvacrol und Thymol umgewandelt
wird (Friedman, 2014).



0=C=0

carbon dioxide T+ H20 + sunlight HO

glucose HO
: l
b
HO -P-0 0"
R /u\cu — 8 e
OH —-OH 0
mevalonic acid acetyl coenzyme A phosphoenolpyruvate

aromatization hydroxylation

yterpinene ymene
carvacrol

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Biosynthese von Carvacrol und Thymol in Pflanzen

(ibernommen aus Friedman, 2014)

3.5.1. Metabolismus

Der Metabolismus von Verbindungen &therischer Ole hangt von ihrer chemischen
Struktur ab. Chemisch unveranderte lipophile Substanzen kdnnen nur sehr langsam
eliminiert werden. Enzyme wandeln Verbindungen durch Biotransformation in
Stoffwechselprodukte um, die schneller ausgeschieden werden konnen. Bei der
Biotransformationsreaktion unterscheidet man zwischen der Phase-l- und
Phase-lI-Reaktionen. Zu den wesentlichen Phase-I-Reaktionen zahlen die Oxidation
und Reduktion, sowie die Hydrolyse und Hydratisierung. Es werden entsprechende
funktionelle Gruppen freigelegt oder welche an unpolare Molekule eingefuhrt. Bei
Phase-lI-Reaktionen handelt es sich um Konjugationsreaktionen. Hier koppeln
Transferasen funktionelle Gruppen mit polaren Moleklulen. Man unterscheidet
zwischen  Glucuronidierung, Sulfatierung, Methylierung, Acetylierung und

Konjugationen mit Glutathion und Aminosauren. Die daraus entstehenden Metabolite
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sind sehr polar und somit gut wasserldslich, wodurch sie schneller ausgeschieden
werden (Eichelbaum et al., 2017). Die Metabolisierung von Monoterpenen erfolgt in
der Leber nach bekannten Mechanismen. Lipophile Verbindungen werden
hydroxyliert, anschlieRend an D-Glucuronsaure gepaart und renal ausgeschieden
(Hansel et al., 2010).

3.5.1.1. Metabolismus von Thymol

Takada et al. untersuchten bereits vor 40 Jahren die Metabolisierung von Thymol in
Kaninchen und am Menschen. Thymol wurde den Kaninchen oral in einer Dosis von
0.5 g/kg appliziert. AnschlieRend wurde ein 24 h Urin gesammelt und entsprechend
extrahiert und fraktioniert. Verglichen wurde der Anteil an Glucuronsaure und
Sulfonsaure im Urin vor und nach der Applikation von Thymol (Abbildung 5). Die
Autoren kamen zum Schluss, dass uberwiegend eine Konjugation des Thymols bzw.
seiner Oxidationsprodukte an Glucuronsaure stattfand. Nach etwa 24 h lagen die
Werte fur die Glucuronsaure zwischen 181.6 mg-183.0 mg, die Sulfonsaure hingegen
lag zwischen 40.0 mg und 73.6 mg. Im Urin der zwei Probanden konnte freies Thymol
in seiner unkonjugierten Form nur in geringen Mengen wiedergefunden werden.
Isoliert wurden Thymolglucuronid und Thymolhydrochinon, der hydroxylierte Metabolit
des Thymols. Bestatigt wurden die Identitat der Verbindungen durch einen Vergleich
mit synthetisierten Referenzprodukten. Thymolsulfat wurde mittels Flussig-Flussig-
Extraktion detektiert. Eine Massenspektrometrie wurde nicht durchgeflihrt (Takada et
al., 1979).

Rest R Verbindung
HO,S— Thymolsulfat
RO HOOC

HQlo AP Thymolglucuronid
OH

Abbildung 5: Strukturformeln von Thymolsulfat und Thymolglucuronid (Kohlert et al., 2002)

In einem weiteren tierexperimentellen Versuch konnten Austgulen et al. (1978) sechs

Phase-I-Metaboliten von Thymol im Rattenurin auffinden (Abbildung 6).
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Die Applikation erfolgte per Magensonde in einer Dosis von 1 mmol-kg-1 Thymol. Eine
Oxidationsreaktion am Aromaten und an der aliphatischen Seitenkette fuhrten zu den
Metaboliten. Den Hauptmetaboliten stellte Thymol selbst dar, Thymohydrochinon (T2)
dagegen wurde verhaltnismalig in geringen Mengen detektiert. Die Strukturaufklarung
der Massenspekirometrie der Thymolmetabolite erfolgte anhand von
Fragmentierungsmustern mit p-Cymen und nicht mit Referenzsubstanzen. Die
Metabolite des p-Cymens wurden bereits in einer friher durchgefihrten Studie
bestimmt (Austgulen et al., 1978). Mit der systematischen Verfugbarkeit und
Pharmakokinetik von Thymol nach oraler Applikation im Menschen beschaftigten sich
Kohlert et al.. Nach Applikation von einer Einzeldosis BronchipeteTP Tablette
entsprechend 1.08 mg Thymol wurde freies Thymol weder im Plasma noch im Urin
nachgewiesen. Thymol konnte im Plasma und Urin als Phase-lI-Metabolit
Thymolsulfat und im Urin ausschliel3lich als Thymolglucuronid per HPLC-MS/MS
identifiziert werden. Die Quantifizierung von Thymol erfolgte nach enzymatischer
Hydrolyse seiner Phase-lI-Konjugate. Die Resorption erfolgte rasch und hauptsachlich
im oberen Darmabschnitt (Kohlert et al., 2002). Diese Ergebnisse bestatigten die
Versuche mit lleostomiepatienten von Somerville et al., bei denen die ausgeschiedene
Mentholmenge im Urin um nur 6% geringer war im Vergleich zu gesunden Probanden
(Somerville et al., 1984).

Thymol war bereits nach 20 min im Plasma, welches enzymatisch behandelt wurde,
detektierbar. Der maximale Plasmaspiegel wurde frihestens nach etwa 50 min
erreicht, gefolgt von einer zwei stiindigen Plateauphase und anschlieRendem raschen
Abfall, der gegen Ende langsamer wurde. Die Plasmakonzentrationen zeigten einen
biphasischen kinetischen Verlauf mit einer schnelleren Verteilungsphase und einer
langsameren Eliminationsphase. Die Eliminationshalbwertszeit (t1/2) lag bei 10.2 h. Im
Plasma war Thymol etwa 38 h lang detektierbar, wobei das renal eliminierte
Thymolglucuronid bereits nach 24 h nicht mehr im Urin nachgewiesen werden konnte.
Die Identifizierung der Phase-ll-Metabolite erfolgte mit der Tandem-
Massenspektrometrie nach der Trennung mittels HPLC. Dieses Verfahren ist
ausgesprochen empfindlich und selektiv, wodurch Verbindungen durch
charakteristische Tochterspektren, welche durch eine zweite lonisierung entstehen,
exakt identifiziert werden kdnnen, ohne den Einsatz von Referenzsubstanzen (Kohlert
et al., 2002).
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CHs
CH3 /
HsC CHs
OH T1
HaC CHs
T2
CHs CH>0OH
OH OH
HsC CH>0H HzC CHs
T3 T4
CHs COOH
OH CH20H OH
HsC COOH HszC CH3
T5 T7
OH
H3C CH>0H
T6
T Thymol

T2 2,5-Dihydroxy-p-cymene

T3 2-(2-Hydroxy-4-methylphenyl)propan-1-ol

T4 5-(Hydroxymethyl-2-(1-methylethyl)phenol

T5 2-(Hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)propan-1-ol
T6 2-(2-Hydroxy-4-methylphenyl)propionic acid

T7 3-Hydroxy-4-(1-methylethyl)benzoic acid

Abbildung 6: Aus dem Rattenurin identifizierte Phase-lI-Metabolite des Thymols (libernommen
aus Austgulen et al., 1978)
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In diversen tierexperimentellen Untersuchungen wurde festgestellt, dass der
Metabolismus von Menthol dhnlich wie der des Thymols verlauft (Mans et al., 1987;
Yamaguchi et al., 1994). Nach oraler Applikation wurde Menthol rasch resorbiert und
im Urin konnte hauptsachlich Mentholglucuronid und geringe Mengen Mentholsulfat
detektiert werden. Freies Menthol konnte auch hier nicht gefunden werden (Bell et al.,
1981). Eine weitere klinische Untersuchung, die sich mit den Phase-I-Metaboliten des
Thymols nach oraler Applikation beschaftigte, zeigte, dass beim Menschen primar eine
Hydroxylierung am aromatischen Ring des Thymols stattfand (Thalhamer et al., 2011).
Identifiziert wurden somit p-Cymen-2,5-diol, seine oxidierte Form p-Cymen-2,5-dion
und kleine Mengen an p-Cymen-2,3-diol als monohydroxylierter Phase-I-Metabolit des
Thymols im Urin nach einer enzymatischen Behandlung mit B-Glucuronidase. Die
Strukturabsicherung erfolgte mit Referenzsubstanzen, die in Abbildung 7 dargestellt
sind. Eine Hydroxylierung der Isopropylseitenkette filhrte zum instabilen
p-Cymen-3,8-diol und seinem Dehydrationsprodukt p-Cymene-8-en-3-ol. Letzteres
konnte in allen Urinproben detektiert werden. Die Identifikation von Thymol und seinen
diversen Phase-I-Metaboliten erfolgte mit der neuen, aullerst empfindlichen
HSSE-Methode kombiniert mit einer TD-GC/MS.

Hydroxylierungen am Ring spielten bei Ratten eine untergeordnete Rolle (Abbildung
8). Austgulen et al. konnten ebenfalls p-Cymen-2,5-diol und vier weitere
Verbindungen,  p-Cymen-3,9-diol und  p-Cymen-3,7-diol sowie  deren
Oxidationsprodukte als Phase-I-Metabolite identifizieren (Austgulen et al., 1978). Die
Anwesenheit dieser vier genannten Verbindungen konnten Thalhamer et al. in ihrer
Studie nicht beobachten (Thalhamer et al., 2011). Hingegen konnten Austgulen et al.
p-Cymen-2,3-diol, p-Cymene-3,8-diol und sein Dehydrationsprodukt nicht detektieren.
Es muss allerdings berticksichtigt werden, dass die Autoren keinen direkten Vergleich
der Verbindungen mit synthetisierten Referenzsubstanzen durchfiihrten (Austgulen et
al., 1978).
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Abbildung 7: Referenzsubstanzen fiir die Strukturabsicherung und ihre Struktur- und

Summenformeln, sowie die Molekulargewichte (libernommen aus Thalhamer et al., 2011)
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benzoic acid

Abbildung 8: Vergleich der potentiellen Metaboliten von Thymol bei Menschen und Ratten
(Ubernommen aus Baser et al., 2016)

3.5.1.2. Metabolismus von Carvacrol

Die Ergebnisse einer an mannlichen Wistar-Ratten durchgefihrten Studie zeigten,
dass die Ausscheidung von unverandertem Thymol und seinem Strukturisomer
Carvacrol, 24 h nach oraler Applikation, rasch und nur in geringen Mengen erfolgte
(Austgulen et al., 1978). Da die Urinproben vor der GC-Analyse mit den Enzymen
B-Glucuronidase und Sulfatase behandelt wurden, lagen Thymol und Carvacrol,
ausgehend von nachfolgenden Studien, mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in Form
seiner Phase-ll-Konjugate im Urin vor (Jager et al., 2016). Das Oxidationsmuster des
Carvacrols wies Ahnlichkeiten zu dem des Thymols auf. Analog zu diesem fiihrte eine
Hydroxylierung am Ring zu 2-Hydroxycarvacrol, welches allerdings eine weniger

bedeutende Rolle bei dem Stoffwechselweg des Carvacrols spielte (Abbildung 9).
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Eine weitere Oxidation des 7-Hydroxycarvacrols flhrte zur Isopropylsalicylsaure. Im
Vergleich zu Thymol stellte das Alkoholderivat des Carvacrols den Hautpmetaboliten
dar, welches durch eine Oxidationsreaktion an einem der terminalen Methylgruppen

der Isopropylseitenkette stattfand (Scheline, 1991).

OH Rat OH Rat OH
in vivo in vivo
-
OH
HO
2-Hydroxycarvacrol Carvacrol 8-Hydroxycarvacrol
H
Rat
OH l"l vivo
OH
9-Hydroxycarvacrol 7-Hydroxycarvacrol
H
i OH / : \
-(3-0- cresyl)proplonlc acid 7, 9-Dihydroxycarvacrol 4-Isopropylsalicylic acid

Abbildung 9: Metabolismus und renale Ausscheidung von Carvacrol in Ratten (ibernommen aus

Baser et al., 2016)
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3.5.1.3. Cytochrome bei der Metabolisierung von Thymol und Carvacrol

Eine zentrale SchlUsselrolle bei der oxidativen Phase-I-Reaktion spielt die Familie der
Cytochrom-P4s0-Enzyme. Es handelt sich um Hamproteine, die ubiquitar vorkommen,
vorrangig aber in den Hepatozyten lokalisiert sind (Guengerich, 2006). Bei der
Reaktion wird ein molekulares Sauerstoffatom auf das Substrat Gbertragen und das
zweite verwertet indem es zu Wasser reduziert wird. CYP-Enzyme katalysieren sowohl

eine Oxidation als auch eine Reduktion (Freissmuth et al., 2016):

X(enobiotikum) + O2 + NADPH +H+ — X-OH + NADP+ + H20

Cytrochrom-P4s50-Gene werden eingeteilt in Genfamilie, Subfamilie und innerhalb
dieser in Isoformen. Die fur den humanen Metabolismus relevante CYP-Enzyme
gehoren zu den Genfamilien 1,2 und 3 an (Freissmuth et al., 2016).

Um Erkenntnisse Uber die Rolle der CYP-Enzyme bei der Metabolisierung von Thymol
und Carvacrol zu erhalten, inkubierten Dong et al. diese mit humanen
Lebermikrosomen (HLMs) unter Anwesenheit von NADPH. Die Metabolisierung beider
Verbindungen in den HLMs gehorchten der Michaelis-Menten-Kinetik. Im Zuge von
Studien, bei denen potente CYP-Inhibitoren (ABT, 8-Methoxypsoralen) die
Umwandlung von Thymol und Carvacrol in seine jeweiligen Metaboliten hemmte,
kamen die Autoren zum Entschluss, dass CYPs die Hauptenzyme in der
Metabolisierung von Carvacrol und Thymol waren. Beteiligt waren am
Phase-I-Metabolismus die rekombinanten humanen CYP1A2, CYP2A6 und CYP2B6
Enzyme. Eines der bedeutsamsten Enzyme des Phase-llI-Metabolismus, das an der
Elimination diverser Medikamente und endogener Substanzen wie die
Schilddrisenhormone, Steroidhormone, Gallensaure, Bilirubin und fettlésliche
Vitamine beteiligt ist, ist die UDP-Glucuronosyltransferase (UDP-GT bzw. UGT).
Ferner ist UGT fur die Ausscheidung von Carvacrol in Form des Glucuronidderivates
verantwortlich (Dong et al., 2012).

In einer weiteren in vitro Studie wurde demonstriert, dass die Glucuronidierung durch
UGT1A3, 1A6, 1A7, 1A9 und 2B7 erfolgte. Im Zuge der Studie wurde Carvacrol auf
die Fahigkeit zur Inhibition des am Metabolismus beteiligten UGTs getestet. Die
Inkubation von Carvacrol mit 4-Methylumbelliferon, einem nicht-spezifischen Substrat,

und mit Propofol als spezifischem Substrat fir UGT1A7, 1A8 und 1A9 zusammen mit
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UGT-Isoenzymen in HLMs und HIMs (humane Darmmikrosomen), zeigte Anderungen
in der Enzymaktivitat.

Carvacrol flhrte eindeutig zu einer Hemmung des UGT1A9 und zu einer
geringfugigen, vernachlassigbaren Hemmung anderer Isoenzyme. Somit kamen die
Autoren zum Entschluss, dass das Isoenzym UGT1A9 hauptverantwortlich fir die
Glucuronidierung von Carvacrol in den HLMs und UGT1A7 in den HIMs ist. Eine
mdgliche Interaktion bei einer medikamentésen Therapie mit einem Substrat flr
UGT1A9 und 1A7 in Kombination mit carvacrolhaltigen Praparaten sollte in Betracht

gezogen werden (Dong et al., 2012).

3.5.2. Pharmakologische Aktivitat von Carvacrol und Thymol

Carvacrol und Thymol haben u.a. eine starke antibakterielle (Crespo et al., 1990;
Perez-Conesa et al., 2011), antiphlogistische (Morgenstern, 1998; Landa et al., 2009),
antifungale (Ahmad et al., 2008), antivirale (Schwenk, 1998), antioxidative (Youdim
und Deans, 1999; Slamenova et al., 2011) und sekretolytische (Weil3, 1991) Wirkung.
Ein antikarzinogenes und antigenotoxisches Potenzial konnte in Saugetierzellen
demonstriert werden. Carvacrol weist bei Mausen eine inhibitorische Eigenschaft auf
das Wachstum der Myoblastenzellen auf (Zeytinoglu et al., 2003). In vitro fuhrt
Carvacrol in humanen Lymphozyten Zu keiner Induktion des
Schwesterchromatidenaustausches (SCE), wahrend es in Kombination mit Mitomycin
C (MMC), einem Zytostatikum welches SCE induziert, zu einer Reduktion der SCE-
Rate fihrt (Ipek et al., 2003). Flr eine mdgliche Anwendung als antikarzinogenes Mittel

sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Zahlreiche Studien befassten sich mit der bakteriostatischen Wirkung des Thymiandls
bzw. der Komponenten Thymol und Carvacrol. Beide Verbindungen haben ein breites
Wirkspektrum im Gram-negativen und Gram-positiven Bereich. Untersuchungen zur
Struktur-Wirkungsbeziehung zeigten, dass die antimikrobielle Aktivitat von Carvacrol
gegenuber Eugenol, Menthol und zwei synthetisierten Derivaten von Carvacrol,
Carvacrolmethylether und Carvacrylacetat, deutlich starker ausgepragt war. Dies war
auf die freie Hydroxylgruppe, den deprotonierten Phenolring und die hydrophobe
Eigenschaft zurtiickzufihren (Ben Arfa et al., 2006). Carvacrol und Thymol kénnen die

bakterielle Doppellipidschicht beeintrachtigen, in dem sie die Barrierefunktion
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herabsetzen und so die Permeabilitdt und Membranfluiditdt sowie den Austritt von
ATP, Neukleinsauren und lonen erhdhen (Ultee et al., 1999; Lambert et al., 2001).

Durch die gesteigerte Permeabilitat wurde die Antibiotika Aufnahme in die bakterielle
Zelle erhéht (Johny et al., 2010). Intrazellularer ATP-Mangel, Anderungen des
Membranpotenzials und auch die erhéhte Permeabilitat fir K+-lonen und Protonen,
welche zu einem Verlust des lonengradienten fuhrt, beeintrachtigt essentielle
Stoffwechselprozesse in der Bakterienzelle und fuhrt letztendlich zum Zelltod (Ultee et
al., 2002). Eingesetzt werden Carvacrol und Thymol hauptsachlich in der
Phytotherapie bei Infektionen der Atemwege (z.B. Bronchiprete), aber auch als

Bestandteil in Kosmetika, als Desinfektionsmittel und Fungizid (Andersen, 2006).
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4. EXPERIMENTELLER TEIL

4.1. Studienhintergrund

Zur leichteren Lesbarkeit werden in der vorliegenden Diplomarbeit alle
genderspezifischen Bezeichnungen in mannlicher Sprachform verwendet.
Untersuchungen zur antimikrobiellen Aktivitdt und systemischen Verfugbarkeit
pflanzlicher Alternativen leisten in Zeiten einer steigenden Resistenzrate gegenuber
Antibiotika einen wesentlichen Beitrag zur sicheren Anwendung von pflanzlichen
Arzneimitteln, die &therische Ole enthalten, bei der Therapie bestimmter
Infektionskrankheiten. Im Rahmen einer Pilotstudie, durchgefihrt im Rahmen einer
Diplomarbeit am Department fir Pharmazeutische Chemie, Divison fur Klinische
Pharmazie und Diagnostik (Universitat Wien) in Zusammenarbeit mit der
Praxisgemeinschaft Dorfinger Urologie und Labor Wien, wurde die antimikrobielle
Aktivitat von Oreganodl bei Harnwegsinfektionen (HWI) nach dermaler Applikation
untersucht (Pavlovic, 2017). Als Vergleich zwischen dermaler und oraler Resorption
bekamen auch zwei Patienten das Oreganodl in Form einer Kapsel verabreicht. Ziel
war es, durch die antimikrobielle und antiphlogistische Eigenschaft des Oreganodls
das Keimwachstum zu unterdricken und so die Intervalle der Antibiotikagabe zu
vergroRern. Ein Nachweis der Reduktion der Keimzahl wirde so den Einsatz von
Antibiotika reduzieren, was wiederum einen positiven Einfluss auf die Verminderung
von Resistenzen haben kénnte. Die Pilotstudie befasste sich ausschlief3lich mit dem
bakteriologischen Befund. Die GC-MS Analytik wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Eingeteilt wurden die an der Studie teilnehmenden Patienten in der
Arztpraxis in drei Gruppen.

Gruppe 1 wurde zusatzlich zur dermalen Applikation von 5% Oreganodl in Jojobadl
auf den unteren Bauchbereich mit Ibuprofen 400 mg gegen die Schmerzen behandelt.
Die Patienten der Gruppe 2 bekamen zum &therischen Ol ein Antibiotikum verordnet
und Gruppe 3 bekam neben dem Antibiotikum reines Jojobadl zur topischen
Anwendung (Kontrollgruppe). Die Keimzahl und Keimart im Harn wurden an Tag eins
(vor Beginn der Behandlung) und Tag acht bestimmt. Die Detektion von Thymol und
Carvacrol im Harn erfolgte mittels GC-MS.

In allen drei Gruppen kam es mit wenigen Ausnahmen zu einer Reduktion der
Keimzahl und Leukozyten (p = 0.001). Zwischen den drei Behandlungsmethoden gab

es keinen signifikanten Unterschied (Keimzahl p = 0.845, Leukozyten p = 0.834).
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Eine Reduktion der Keimzahl in Gruppe 1 (AO + Ibuprofen) - mit Ausnahme von zwei
Patienten von sechs - lasst darauf schlieen, dass das Oreganodl antimikrobiell aktiv
war (Pavlovic, 2017). Carvacrol und Thymol konnte man zwar im Harn nachweisen,
allerdings in freier Form bzw. als Reinsubstanz nur in Spuren. Wie schon aus der
Literatur bekannt, lagen die Verbindungen grofteils als Konjugate vor. Um die
Gesamtmenge an Carvacrol und Thymol bestimmen zu kdnnen, wurden sie durch
Zusatz von Amidosulfonsaure aus den Verbindungen gespalten. In Tabelle 1 wird die
Menge an Carvacrol vor und nach der Saurespaltung im Harn an Tag eins und acht
dargestellt. Hohe Mengen an Carvacrol an Tag eins kénnten durch die Aufnahme von
Lebensmittel zustande gekommen sein. Solch hohe Werte kommen namlich, wie bei
den zwei Patienten ersichtlich, die eine Kapsel eingenommen hatten, durch eine orale
Aufnahme zustande. In die Arztpraxis kamen die Patienten ohne Instruktionen
bezlglich Nahrungsverhalten und erst am Kontrolltag wurde entschieden, welcher
Patient an der Studie teilnehmen konnte. Danach wurden die Patienten explizit darauf
hingewiesen keine thymol- und carvacrolhaltige Nahrung aufzunehmen und auf
Kosmetika zu verzichten, die diese enthielten. Auf die Einhaltung der Diat kann man
durch die Werte an Tag acht, wo weniger Carvacrol nachweisbar war, schlielen. Um
genauere Aussagen treffen zu kénnen, wirde es eines echten Leerharns bedurfen.
Die Problematik besteht jedoch darin, dass eine HWI sich im vornhinein nicht
bemerkbar macht. Anhand der vorliegenden Daten konnte die GC-MS Analytik nicht
in Korrelation mit der antimikrobiellen Wirkung gesetzt werden.

Bei genauerer Auswertung der Ergebnisse der Studie fiel auf, dass es bei zwei
Patienten aus der Gruppe 1 und 2 (4/29105 und 3/31848) zu keiner Reduktion der
Keimzahl kam. Beide Patienten wiesen interessanterweise einen hohen
Body-Mass-Index auf (27.34 und 34.16) (Pavlovic, 2017). Folgende Hypothese wurde
aufgestellt: Kleine lipophile Verbindungen kénnen sich im Fettgewebe anreichern.
Dadurch werden die lipophilen Substanzen in geringerer Menge resorbiert und kdnnen
in Folge auf die Keime nicht bzw. gering wirken. Menschen mit einem hohen BMI und
Korperfettanteil konnten nach der Penetration nach dermaler Applikation durch die
Einlagerung der lipophilen Substanz in das Fettgewebe der Bauchdecke schlechter
auf die Therapie mit Carvacrol und Thymol ansprechen. Das Keimwachstum wurde
dadurch nicht unterdrickt werden. Diese Annahme wurde in der Pilotstudie von zwei

Patienten mit einem hohen BMI unterstitzt.
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Tabelle 1: Ergebnisse der GC-MS Analysen der Urinproben. Konzentration an Carvacrol in ng/mL
an Tag eins und acht vor und nach Zusatz der Amidosulfonsdure zur enzymatischen Spaltung

der Konjugate.

SubjID vor Saurespaltung [ng/mL] nach Saurespaltung [ng/mL]
Tag 1 | Tag 8 Tag 1 | Tag 8
Gruppe 1
1. 1/5311 <1 <1 19 18
2. 4/29105 5 <1 18 8
3. 14/26620 <1 3 4 55
4, 18/17479 455.0 <1 431 2.1
5. 21/24034 <1 <1 2.7 <1
6. 22/11505 6.7 <2 0.9 1.2
7. 2/27454 3 4 14 37
Gruppe 2
1. 3/31848 <1 <1 5 39
2. 7122247 <1 2 6.7 41
3. 9/3376 2.3 3 34.4 49
4. 11/30562 9.8 <1 16.8 45
5. 19/32485 1.0 <1 2.9 7
6. 20/16564 <1 4.3 118 4.0
Gruppe 3
1. 5/7832 <1 <1 24 16
2. 6/31889 <1 <1 1 10
3. 8/22561 5.2 <1 6 5
4, 10/31569 4 <1 50 17
5. 13/4000 5.8 <1 21.8 10
6. 24/10425 2.4 <1 2.0 <1
Kapsel
1. K1/31985 <1 53.8 3.1 133.6
2. K2/8771 <1 172 <1 378

4.1.1. Body-Mass-Index

Der Body-Mass-Index (BMI), auch Korpermasseindex (KMI) genannt, definiert
Ubergewicht und Adipositas. Er stellt den Quotienten aus Kérpergewicht in Kilogramm
durch die KorpergroRe in Meter zum Quadrat dar:

Korpergewicht k
BMI] = perg g

Korpergrofie m?

BMI

Kdérperzusammensetzung der Person nichts aussagt und als alleiniger Wert zur

Es muss allerdings berlcksichtigt werden, dass der bezuglich der
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Beurteilung des Korpergewichtes nicht herangezogen werden sollte. Demnach kdnnen
Menschen mit demselben BMI-Wert eine enorme Varianz der Muskel- und Fettmasse
aufweisen. Dies trift besonders bei Kraftsportlern, aber auch bei
Querschnittsgelahmten und bei Amputation zu. Weiteres werden weder Alter noch
Geschlecht beriicksichtigt. Als grober Richtwert, um das Risiko fir Ubergewicht
einzuschatzen, ist er sehr praktikabel und schnell ohne apparativen Aufwand
bestimmbar (Tzamaloukas et al., 2005). Tabelle 2 zeigt die Gewichtsklassifizierung
anhand des BMI fur Erwachsene nach der Weltgesundheitsorganisation (WHO, Stand
2019).

Tabelle 2: BMI Klassifikation fiir Erwachsene (WHO, Stand 2019).

BMI [kg/mz] Gewichtsklassifizierung
<18.5 Untergewicht
18.5-24.9 Normalgewicht
25.0-29.9 Praadipositas
30.0-34.9 Adipositas Grad |
35.0-39.9 Adipositas Grad |l
>40 Adipositas Grad Il

4.1.2. Korperfettanteil

Um eine bessere Aussage uber das Korpergewicht im Vergleich zum BMI machen zu
kdénnen, wird die Bestimmung des Korperfettanteils (KFA) herangezogen. Der KFA gibt
den prozentualen Anteil an angelagertem Korperfett im Verhaltnis zur
Gesamtkoérpermasse an, nicht jedoch ob es sich um Viszeral- oder
Unterhautfettgewebe handelt. Letzteres ist direkt sichtbar und fungiert als
Warmeisolator und hat eine Depotfunktion. Das Viszeralfett umhillt die inneren
Organe, hat teils eine mechanische Schutzfunktion und dient als Energiespeicher
(Trippo, 2000). Eine einfache und kostengtlinstige Bestimmung des Korperfettanteils
ist die Messung der Hautfaltendicke anhand eines Messschiebers, einem
sogenannten Caliper. Gemessen werden kann mit dem Caliper an verschiedenen
Punkten. Daumen und Zeigefinger bilden dabei eine Hautfalte und nach Einrasten der
Druckmesshilfe wird der gemessene Wert abgelesen. AnschlieRend erfolgt die

Auswertung des prozentualen Fettanteils mit Hilfe einer Tabelle (Vanhofen, 2014).
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5. ZIELSETZUNG

Trotz der grof3en Anzahl an Studien Uber die mikrobielle Aktivitdt von Carvacrol und
Thymol fehlen wichtige Untersuchungen zur Pharmakokinetik. Derartige
pharmakokinetische Untersuchungen nach dermaler und oraler Applikation wurden
einen erheblichen Beitrag zur Sicherheit in der Anwendung von &therischen Olen
leisten und eine Alternative zur antibiotischen Therapie von rezidivierenden HWI
bieten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es Carvacrol und Thymol nach dermaler
und oraler Applikation eines Oreganodls im Harn nachzuweisen. Um die in der Arbeit
von Pavlovic Uber die ,Untersuchung der Wirkung von atherischem Oreganodl auf die
Keimzahl im Harn nach dermaler Applikation® aufgestellte Hypothese Uber die
Depotfunktion des subkutanen Fettgewebes fur lipophile Verbindungen Carvacrol und
Thymol bei Menschen mit einem hohen BMI ndher zu betrachten (Pavlovic, 2017),
sollte die Rolle des subkutanen Fettgewebes bei der Elimination, im Rahmen einer
Pilotstudie mit Probanden mit einem hohen und normalen BMI, aufgeklart werden.
Dabei wurde die mit dem Harn ausgeschiedene Menge an Carvacrol und Thymol nach

einer Probenaufarbeitung mittels GC-MS quantifiziert.
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6. MATERIALIEN UND METHODEN

6.1.

Chemikalien

Amidosulfonsaure
(H3NSOgs, kristallin, pH = 0)

Bernd Kraft GmbH, D-Duisburg

Carvacrol 98%
(C10H140, flUssig)

J&K Scientific Ltd

Thymol 99%
(C10H140, kristallin)

Kurt Kitzing GmbH

6.2.

Materialien

20 mL Vials

ThermoScientific Chromacol™

Finnpipette Digital 2-10 mL

Labsystems

Pipettenspitzen 2-20 mL

Finntip 63 Labsystems

Caliper

blupalu

e Personenwaage Withings Body+ WLAN-Ko6rperwaage flr

Kdérperzusammensetzung Nokia

q 51 e | |
Das fiir die Pilotstudie verwendete atherische Ol wurde von der Firma WADI GmbH —
Atherische Ole von Prof. Wabner zur Verfiigung gestellt. Die Kapsel stammte von
BIOVEA. Die genauen chemischen Zusammensetzungen der jeweiligen Produkte sind
in Tabelle 3 und Tabelle 4 aufgefluhrt. Abbildung 10 und Abbildung 11 stellen die GC-
MS Spektren dar. Das Oreganodl enthielt 75.7% Carvacrol und Thymol, die
Oreganokapsel 65.2% dieser Mischung bezogen auf das gesamte Ol. Vor Beginn der
Untersuchung wurde das Oreganodl mit Jojobadl auf 5% (w/w) verdiinnt, in Braunglas

Pipettenflaschen abgefillt und als Pflegedl bezeichnet.

26



RT: 0.00 - 70.00

2200000

21000000~

20000000

17000000

16000000
15000000
14000000~

13000000

g
g
o
S 11000000~

10000000

1000000

o3

3.94 664
L B e e e

37.00 NL:

2.30E7

FID

Analog
Oreganumo
el_Wabner-
01

2329

25.05 36.31

4332
21,19 2687

18.15 18.68 l 31.38
g _as e | || | e

T T

5

[ 3588 J-‘;?.ss
T

35 40
Time (min)

46.38 5031
T T
50

56.69 60.83 62.41 69.76
- R e

T T
10 15 20 25 30 45 55 60 65

Abbildung 10: GC-Spektrum des dtherischen Oreganodls von Fa. Wabner
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Abbildung 11: GC-Spektrum der Oreganokapsel von BIOEVA
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Oreganodls von Fa. Wabner

Substanzbez.: Apex RT Rl %Arearip
2-Methyl- methylbutyrat 10.63 773 0.1
a-Thujen 18.15 934 0.4
a-Pinen 18.68 944 0.7
Camphen 19.57 961 0.2
1-Octen-3-ol 20.43 978 0.3
3-Octanon 20.85 986 0.1
B-Pinen 21.04 990 0.1
Myrcen 21.19 993 1.5
a-Phellandren 22.28 1014 0.2
0-3-Caren 22.64 1020 0.1
a-Terpinen 22.9 1025 11
p -Cymen 23.29 1033 8.1
Limonen 23.56 1038 0.3
B-Phellandren 23.69 1041 0.2
1,8-Cineol 23.8 1043 tr.
(E) -B-Ocimen 2418 1050 0.1
y-T erpinen 25.05 1067 3.7
cis -Sabinenhydrat 25.57 1077 0.1
Terpinolen 26.67 1098 0.2
Linalool 26.87 1102 1.3
trans -Sabinenhydrat 27.23 1109 0.1
Borneol 30.93 1183 0.4
Terpinen-4-ol 31.38 1192 0.7
p -Cymen-8-ol 31.52 1194 0.1
a-Terpineol 31.95 1203 0.1
cis -Dihydrocarvon 32.3 1210 0.1
trans -Dihydrocarvon 32.75 1220 tr.
Carvacrolmethylether 34.25 1251 0.1
Carvon 34.64 1259 0.1
Carvenon 35.46 1276 0.1
Thymolmethylether 35.88 1285 0.1
Thymol 36.31 1294 4.3
Carvacrol 37 1309 71.4
Eugenol 39.74 1369 tr.
Carvacrylacetat 40.2 1380 tr.
(E) -B-Caryophyllen 43.32 1451 24
Aromadendren 4416 1471 tr.
a-Humulen 44.79 1486 0.1
B-Bisabolen 46.38 1524 0.2
(E) -a-Bisabolen 47.69 1556 tr.
Caryophyllenoxid 50.31 1622 0.2
Summe 99.1

tr. = trace (<0.05%)
#50 m x 0.25 mm x 1.0 ym SE-52
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Oreganodl Kapsel von BIOEVA (Inhalt der Kapsel 150 mg

Oreganodl)
Substanzbez.: Apex RT Rl %Arearin
a-Thujen 18.15 934 0.2
a-Pinen 18.67 944 1.2
a-Fenchen 19.43 958 0.1
Camphen 19.57 961 0.8
1-Octen-3-ol 20.44 978 0.1
Sabinen 20.67 982 0.1
B-Pinen 21.03 989 0.6
Myrcen 21.18 992 1.7
a-Phellandren 22.27 1013 0.1
a-Terpinen 22.89 1025 1.0
m-Cymen 23.08 1029 0.1
p-Cymen 23.27 1033 15.6
Limonen 23.55 1038 0.5
1,8-Cineol 23.78 1042 0.4
y-Terpinen 25.04 1067 8.5
Terpinolen 26.65 1098 0.2
Linalool 26.87 1102 1.1
Borneol 30.93 1183 0.3
T erpinen-4-ol 31.37 1191 0.2
a-Terpineol 31.95 1203 0.2
Carvacrolmethylether 34.24 1251 0.1
Carvon 34.59 1258 0.1
Thymol 36.28 1293 3.6
Carvacrol 36.87 1306 61.6
(E)-B-Caryophyllen 43.3 1451 1.2
Caryophyllenoxid 50.3 1622 0.1
Summe 99.5
6.3. Gerate

Die Analyse von Carvacrol und Thymol im Harn erfolgte mittels Gaschromatographie
(GC) kombiniert mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) und einer
Massenspektrometrie  (MS), die Probenaufarbeitung mittels Headspace-

Festphasenmikroextraktion (headspace solid-phase microextraction; HS-SPME).
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6.3.1. Verwendete Messgeriate und Analysenparameter

Festol i Kti

e Gerat

Autosampler Thermo Scientific TriPlus RSH

e SPME-Faser

PDMS/DVB/CAR
(Art. 57298-U Supelco, SPME fiber assembly

Polydimethylsiloxane/Divinylbenzen/Carboxen)

e Anreicherungszeit

und -temperatur

60 min bei 80°C, manuell

Gaschromatographie

e Gerat

TraceGC Ultra ThermoScientific gekoppelt mit
Quadrupol-Massenspektrometer (MS)
ThermoScientific ISQ

e GC-Trennsaule

Polydimethylsiloxan 95%, Diphenylpolysiloxan
5%

Innendurchmesser 50 m x 0.25 mm

Filmdicke 1.0 um

Saulenausgang simultan gesplittet auf MS- und
FID-Detektor

e Tragergas

Helium 5.0

Durchflussrate 2 mL/min

e |Injektor Split/Splitless-Injektor, 250°C
e Starttemperatur 60°C
e Aufheizrate 10°C/min
e Endtemperatur 230°C
MS-Detektor

e Scanbereich 45-500 amu
e Scanrate 0.5/sec
e Transfer line 280°C
e J|onisation El 70 eV

FID-Detektor 250°C
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Zur Auswertung und ldentifizierung der Massenspektren wurden zum einen full scan
Massenspektren verwendet und mit Massenspektrenbibliotheken als auch mit der
eigenen Riechstoffbibliothek der Firma Kurt Kitzing verglichen und zum anderen die
gemessenen Retentionsindices mit Referenzsubstanzen und mit Literaturdaten

verglichen. Zur Identifizierung kamen folgende Datenbanken zum Einsatz:

e NIST 08, Wiley 8t Edition

e Adams “ldentification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Mass Spectrometry, 4t Edition

e Konig WA, Joulain D, Hochmuth DH: GC-MSGC-MS Library: Terpenoids and
Related Constituents of Essential Oils

e Shimadzu “Flavour & Fragrance Natural & Synthetic Compounds GC-MSGC-
MS Library 2”

Die Quantifizierung erfolgte Uber die Berechnung der Peakflachen.

6.4. Methoden

6.4.1. Festphasenmikroextraktion SPME

SPME ist eine simple Methode ohne grolien Aufwand, die die einzelnen Schritte der
Probenvorbereitung, Extraktion, Anreicherung und Probenaufgabetechnik, vereinigt
und ohne organische Lésungsmittel durchgefihrt wird (Abbildung 12). Entwickelt und
vorgestellt wurde die Methode 1989 von Pawliszyn. Das Kernstick stellt eine
Quarzglasfaser (fused-silica) dar, welche mit einem Polymermaterial als stationare
Phase beschichtet ist. Das Prinzip beruht auf einer Gleichgewichtseinstellung des
Analyten in der Probe (Pawliszyn, 1997). Die Faser befindet sich in einer Spritze und
wird fur die Extraktion aus der Nadel herausgedrickt und so lange dem Medium
ausgesetzt bis sich ein Verteilungsgleichgewicht zwischen Probe und
Faserbeschichtung oder zwischen Probe, Gasraum und Beschichtung der Faser
einstellt. Prinzipiell unterscheidet man zwischen zwei Methoden, wo die Faser
entweder direkt in die flussige Probe eingetaucht wird (Immersion Sampling) oder so
positioniert wird, dass sie sich in der Gasphase uber dem Medium befindet, in welche
die flichtigen Verbindungen wandern (Headspace Sampling) (Abbildung 13). Nach
einer Gleichgewichtseinstellung wird die Faser in die Kanule ruckgefuhrt und fur die

GC-Analyse in den Injektor des Gaschromatographen eingefiihrt (Junker, 2004).
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Mit Hilfe der SPME lassen sich fllissige, gasférmige und feste Substanzen extrahieren.
Letztere ist geeignet fur die HS-Technik. Bei dieser Methode bewirkt der Einsatz eines
Magnetruhrers eine kurzere Analysenzeit, da durch die homogene Durchmischung der
Transport der Analyten aus der flissigen Probe in den Dampfraum beschleunigt wird,
wodurch es zu einer schnelleren Gleichgewichtseinstellung kommt (Grote, 1999).
Desweitern sorgt der Zusatz von Salzen, ein niedriger pH-Wert oder das Erhitzen
ebenfalls zu einer Erhdhung der Empfindlichkeit v.a. bei Phenolen, wie z.B. Thymol.
Durch diese Methoden setzt sich die Ldslichkeit des Phenols herab und der Analyt
gelangtin den Dampfraum (Buchholz und Pawliszyn 1994). Die SPME bzw. HS-SPME
hat heute u.a. in der Nahrungs- und Umweltanalytik, forensischen Analytik und Analytik
fur Arznei- und toxischen Stoffen aus biologischen Matrices einen besonderen
Stellenwert (Hall et al., 1998; Ulrich et al., 1999; Lee et al., 1999). Letztere eignet sich

vor allem fur die HS-SPME Technik, sofern die Analyten zur Genuge flichtig sind.

SPME device
a) o -

fiber is withdrawn fiber is exposed to fiber is withdrawn
into the needle the sample, into the needle
extraction of
analytes occurs

T
SR

Septum

Injection port

GC column

needle penetrates thermal desorption focusing of the analytes
the septum of the analytes atthe column inlet

Abbildung 12: Ablauf der Festphasenmikroextraktion (SPME)
a) Extraktion der Analyten b) Desorption in GC-Injektor (iibernommen aus Grote et al., 1997)
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S ]

Direktimmersion Headspace-SPME

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Methoden der Probenahme wahrend der SPME-
Analytik (ibernommen aus Junker, 2004)

Die SPME Iasst sich mit verschiedenen Analysetechniken, wie z.B. mit
chromatographischen Methoden wie GC-MS, HPLC, HPLC-MS, SFC (Hirata et al.,
1994; Medvedovici et al., 1997) oder CE (Nguyen et al.,1997) oder spektroskopischen
Detektoren wie UV- und IR-Spektroskopie oder AED und anderen koppeln. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Kopplung HS-SPME/GC-MS verwendet.

6.4.2. Probanden

Die Untersuchung wurde mit je zwei gesunden weiblichen und mannlichen Probanden
unterschiedlichen BMIs durchgefuhrt. Um die Rolle des subkutanen Fettgewebes bei
der Elimination von Carvacrol und Thymol beurteilen und etwaige
geschlechtsspezifische Daten erheben zu kdénnen, wurden ein weiblicher und
mannlicher Proband mit hohem BMI und KFA und ein weiterer weiblicher und
mannlicher Proband mit normalem BMI und KFA ausgewahlit. Die demographischen

Daten sind aus der Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Demographischen Daten der Probanden

Probandenkiirzel Geschlecht [ﬁ:ﬁ;] Kér;EE:g]riiBe K6rpe[:‘(%(;wicht [kBg;\rnr:z] I[(,;I]\
1 w 22 172 120 40.1 40
2 m 27 180 117 36.1 50
3 m 30 184 80 23.6 21
4 w 26 162 53 20.2 19

33



Einschlusskriteri
e Alter zwischen 18 und 35 Jahren
e keine Anwendung von thymian- und oreganohaltigen Kosmetika,
Nahrungserganzungsmittel oder Speisen
e kein Konsum stark gewurzter Speisen
e max. Flussigkeitszufuhr 2 L pro Tag

e Durchfuhrungsbedingungen beachtet

A hlusskriteri
e Schwangerschaft/Stillzeit
e Medikamenteneinnahme
e Erkrankungen

e Rauchen

6.4.3. Studienablauf

Zum Nachweis von Carvacrol und Thymol im humanen Urin nach transdermaler
Applikation von Oreganodl wurde eine Woche lang der Urin (sechsmal am Tag eins
und je einmal der Morgenharn an Tag zwei bis sieben) der Probanden gesammelt. Im
weiteren Verlauf der Studie nahm eine Probandin nach abgeschlossener
Urinsammlung nach transdermaler Applikation am zweiten Teil der Untersuchung teil.
Um einen Vergleich zwischen dermaler und oraler Applikation zu erhalten wurde der
Probandin Oreganodl in Form einer Weichkapsel verabreicht. Die Urinsammlung
erfolgte nach der gleichen Methode.

Vor Beginn der Studie wurden die Teilnehmer grundlich mindlich Uber den Ablauf,
Zweck und Uber die Kriterien und Verpflichtungen aufgeklart. Jeder Teilnehmer hatte
das Recht vor Ablauf der Studie diese ohne Angabe von Grinden abzubrechen. Um
Verfalschungen der Ergebnisse auszuschliel3en wurde den Probanden drei Tage vor
Beginn der Studie und fir die Dauer der Studie der Verzehr von oregano- und
thymianhaltigen Nahrungsmitteln (z.B. Pizza) untersagt. Damit die Ergebnisse und die
gewonnenen Informationen miteinander vergleichbar waren, wurden die Probanden
darauf hingewiesen die FlUussigkeitszufuhr fur die Dauer der Studie konstant zu halten

(max. 2 L pro Tag) und ungefahr zur gleichen Zeit eine Harnprobe abzugeben.
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Die Probanden flhrten ein Miktions-, aber kein Trinkprotokoll. Aufgrund der schlechten
Compliance wurde das Miktionsprotokoll nicht in die Untersuchung miteinbezogen. Die
Teilnehmer gaben an, dass eine Aufzeichnung nicht immer mdglich gewesen war, da
sie dadurch ihren alltéglichen Verpflichtungen nicht nachkommen wirden. Vor Beginn
der Applikation wurde ein Leerharn abgegeben. Die Korpergrofle und das
Korpergewicht der Teilnehmer wurden bestimmt und der BMI ermittelt. Mithilfe eines
Calipers wurde der KFA ermittelt. Zusatzlich wurde bei den Probanden mit hohem BMI
eine Korperanalysewaage genutzt und die Werte dieser verwendet. Die Messung der
Hautfaltendicke wurde etwa 2.5 cm oberhalb des rechten Huftknochens im Stehen
vorgenommen (Abbildung 14). Die Messung wurde dreimal wiederholt und der
Mittelwert ermittelt. Anhand der Auswertungstabelle wurde der prozentuale Fettanteil
abgelesen (Abbildung 15). AnschlieRend bekamen die Probanden die Anweisung 2
mL des atherischen Oreganodls flir mindestens 5 min auf den unteren Bauchbereich
einzumassieren. Um eine transdermale Resorption nur Uber den Unterbauch zu
ermoglichen, verwendeten die Probanden fur die Einreibung einen Einweghandschuh.
Nach dem Einreiben wurde das Ol am Korper belassen (leave on). Am ersten
Studientag wurden nach der Applikation des Ols fiinf weitere Harnproben gesammelt.
An den folgenden sechs Studientagen wurde jeweils der Morgenharn gesammelt. Um
Ergebnisverfalschungen im Harn durch Restausscheidung von Carvacrol und Thymol
nach transdermaler Applikation auszuschlielen wurde der Versuch zur oralen
Resorption von Carvacrol und Thymol nach einer zweiwdchigen Pause durchgefuhrt.
Nach der Abgabe eines Leerharns am Morgen wurde der Probandin MOE eine
Weichkapsel mit 150 mg Oreganodl verabreicht. AnschlieBend erfolgte die

Harnsammlung nach dem gleichen Schema wie oben beschrieben.

Abbildung 14: Anleitung zur Messung der Hautfaltendicke mit Hilfe eines Calipers

(Korperfettzange) (Bedienungsanleitung der Koérperfettzange blupalu)
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Kirperfettauswertung — MANNER
HAUTFALTEN MESSERGEBNIS IN MILLIMETERN
Alter | 2-3 | 45 | 6-7 §-9 10-11 | 12-13 | 14-15 | 16-17 | 18-19 | 20-21
Bis20 |20 |39 |62 |85 105 |125 |143 | 160 | 175 | 189
21-25 (25 (49 |73 |95 | 116 [136 [154 |170 | 186 |200 |
26-30 (35 |60 |84 | 106|127 [146 [164 181 | 196 [210
31-35 |45 |77 |94 |nmz |17 [187 (s 192 [207 [221
3640 |56 |81 | 105 | 127 | 148 | 168 | 186 |202 | 218 |232
4145 | 67 |92 | 115|138 [159 | 178 [196 [213 | 228 |247
4650 | 7.7 | 102 | 126 | 148 [ 169 | 189 | 207 |224 | 239 |283
5155 | 88 | 113 | 137 [ 159 [-180 | 200 |[218 [234 | 250 | 264 8.7
S6&+ |99 | 124 | 147 [ 170 [ 190 |210 [228 [245 | 260 |274 [287 |208 |30
MAGER IDEAL DURCHSCHNITTLICH

Korperfettauswertung - FRAUEN

HAUTFALTEN MESSERGEBNIS IN MILLIMETERN

Alter | 2-3 45 |67 | B9 10-11 | 12-13 | 14-15 | 16-17 | I8-19 | 20-21 | 22-23 | 24-25 | 26-27 | 28-29 | 30-31
Bis20 | 113 | 135|157 [ 177 [ 197 215 [ 232 [248 [263 [277 | 290 :
21-25 | 119 | 142|163 [ 184 [ 203 |22.1 |238 [255 | 270 | 284 | 296

26--30 | 125 | 148 | 169 | 190 [ 209 | 227 | 245 [261 |276 |290 |33

31-35 (132 | 154 | 176 | 196 | 205 | 234 [251 |267 | 282 | 296 | 309

3640 | 138 | 160 (182 (202|222 [240 [257 [273 [288 |32 |31

41-45 | 144 | 167 | 188 | 208 | 228 | 246 |263 |279 [294 |30 | 321

46-50 | 150 | 173 | 19.4 [ 215 [ 234 [252 | 269 | 286 |30 |35 [ 328

si-ss | 156 | 179 200 [ 221 [ 240 [259 |276 | 292 [ 307 |31 [334

se&+ | 163 | 185207 (227 246 [265 |282 [298 |33 [327 [340 [352 [363 |

MAGER IDEAL  DURCHSCHNITTLICH

Abbildung 15: Tabelle zur Auswertung des Korperfetts nach der Messung der Hautfaltendicke in
Millimeter mit Hilfe des Calipers. Der prozentuale Fettanteil ist der Schnittpunkt von Alter und
Messergebnis der Hautfaltendicke in Millimeter (Bedienungsanleitung der Korperfettzange
blupalu).

6.4.4. Probenentnahme
Urinproben
Je 10 mL der Urinproben wurden in je 20 Vials fur Autosampler mittels einer
Finnpipette pipettiert. Die Vials wurden mit Aluminiumkappen mit Hilfe einer
Bordelzange fest verschlossen und bei -20°C gelagert. Da es sich bei Carvacrol und
Thymol um fliichtige Monoterpene handelt, musste der Vorgang des Pipettierens zligig
erfolgen. Die Urinproben wurden folgendermal3en kodiert:

e Probandenkurzel: Initialen der Probanden

e LH=Leerharn

e T=Tag

e H=Harn

T1H4 wirde demnach die vierte Harnprobe am ersten Studientag bedeuten.
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7. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

7.1. Analytik

Vor der eigentlichen Analytik erfolgte die Kalibrierung der Gerate. Die Kalibrierfunktion
von Carvacrol und Thymol war linear im unteren Messbereich von 1-256 ng/mL
(Abbildung 16 und Abbildung 17). Bei hohen Werten (1-2048 ng/mL) naherte man sich
asymptomatisch einer Sattigungskonzentration (Abbildung 18 und Abbildung 19). Um
im linearen Messbereich bleiben zu konnen mussten die Proben verdunnt werden.
Sowohl die Probenaufarbeitung als auch die Analytik wurden von Dr. Jirgen Wanner,
Kurt Kitzing GmbH in Wallerstein, Deutschland, durchgefihrt.

1ng_mi_Carvacrol_ Thymol 60_Min_SPME (Method Settings) 6/12/2018 08:43:12
1ng_ml_Carvacrol Thymol 60 Min_SPME; Splitlos
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m/z=
134.50-135.50
MS Avalon
1ng_ml_Carvacrol
_Thymol_60_Min
_SPME

90
80
703

60

507

Relative Abundance

13.88 1394 1403 4409 1422

nrrt11111111rthrrrT11rtTrrrrTrrrr]rrrr[rrrr[rrrr[r

13.9 14.0 14.1 14.2 14.3 14.4 14.5 14.6 14.7 14.8
Time (min)
Thymol
Y = 1.02712e+007+1.24956e+006"X R"2=09869 W: Equal
350000000
300000000
250000000
o 200000000
@ n
< .
150000000
100000000
50000000
0 r 1 [ v 1 1. fr Fr 1t 1. [ T 1T 1 T [ T T T
0 50 100 150 200 250
ng/ml

Abbildung 16: Massenspektrum und Kalibrierkurve von Thymol im Bereich von 1 ng/mL — 256
ng/mL
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Abbildung 17: Massenspektrum und Kalibrierkurve von Carvacrol im Bereich von 1 ng/mL - 256

ng/mL
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Abbildung 18: Massenspektrum und Kalibrierkurve von Thymol im Bereich von 1 ng/mL - 2048

ng/mL
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Abbildung 19: Massenspektrum und Kalibrierkurve von Carvacrol im Bereich von 1 ng/mL —2048

ng/mL
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7.2. Messung

Nach dem Auftauen der Urinproben wurde zunachst eine Messung zur Bestimmung
des freien Anteils von Thymol und Carvacrol durchgefuhrt. Anschlielend wurden die
10 mL Urinproben in den 20 mL Headspaceflaschchen mit je 1 g Amidosulfonsaure
(pH = 0) versetzt. Die Amidosulfonsaure ist eine starke Saure in kristalliner Form, die
sich zur enzymatischen Spaltung eignet. Dass Thymol und Carvacrol durch die
Biotransformation im humanen Urin und im Urin von Ratten und Kaninchen als seine
Phase-llI-Konjugate vorliegen, wurde in zahlreichen Studien belegt (Takada et al.,
1979; Austgulen et al., 1987; Kohlert et al., 2002). Um diese Stoffe fur die Detektion
zuganglich zu machen, mussen glucuronidierte und sulfonierte Verbindungen
gespalten werden. In der vorliegenden Arbeit wurde nach der Spaltung eine
Probenaufarbeitung und Anreicherung per HS-SPME mit anschlieRender GC-FID-MS
durchgeflhrt.

Die SPME Faser, mit einer Beschichtung aus Polydimethylsiloxan/
Divinylbenzen/Carboxen (PDMS/DVB/CAR), wurde dem Gasraum uber der Probe flr
60 min bei 80°C ausgesetzt.

Abbildung 20 stellt die zeitliche Abhangigkeit der Anreicherung von Carvacrol an der
DVB/Car/PDMS-SPME-Faser dar. AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung in den
Injektorblock. Bei manueller Anreicherung war die Faser kalt, da eine kalte bzw.
gekuhlte Faser zu einer wesentlichen Steigerung der Empfindlichkeit und
Extraktionsausbeute fuhrte. Bei der automatischen Anreicherung der Probe waren
sowohl die Faser als auch die Probe warm, da der Autosampler prinzipiell immer beide

erhitzt. Die Extraktionsausbeute unterschied sich um den Faktor zehn.

Anreicherungszeit Peakflache ms (ion 135) S OaN00
200000000
15 min 97898392 1 fodbooc ///
30 min 112664251 100000000 P
45 min 152537646 20000000
0 . i .
60 min 212958320 15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min.

Abbildung 20: Zeitliche Abhdngigkeit der Anreicherung von Carvacrol an der DVB/Car/PDMS-
SPME-Faser
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7.3. Ergebnisse

Der Gesamtthymol- und Gesamtcarvacrolgehalt wurde sowohl vor als auch nach
Zusatz der Amidosulfonsaure zur enzymatischen Spaltung der Konjugate bestimmt.
Um einen Vergleich zwischen der transdermalen und oralen Resorption ziehen zu
konnen wurde die Menge an Carvacrol und Thymol im Harn nach einer dermalen
Applikation des Oreganodls auf den unteren Bauchbereich und nach einer oralen
Applikation einer Weichkapsel mit Oreganodl quantifiziert. Im Urin wurde sowohl nach
einer einmaligen dermalen Applikation des Ols als auch nach einer einmaligen
Einnahme einer Weichkapsel Thymol und Carvacrol Uber einen Zeitraum von sieben
Tagen detektiert. Freies Thymol wurde nur in Spuren im untersten ng-Bereich
quantifiziert. Die Bestimmung der Phase-lI-Konjugate erfolgte nach einer
enzymatischen Spaltung durch Zugabe von Amidosulfonsaure. Die Ausscheidung der
renal eliminierten Menge wurde Uber einen Zeitraum von sieben Tagen quantifiziert.
Zu jedem Probanden wurde eine graphische Darstellung der individuellen
Konzentration von Carvacrol und Thymol im Urin mittels SigmaPlot 13.0 erstellt. Auf
der Ordinate wurde die Konzentration der Verbindungen in ng/mL aufgetragen, auf der
Abszisse die Harnprobe. Der in der Arbeit von Pavlovic aufgestellten Hypothese
zufolge, mussten Menschen mit einem hohen BMI bzw. KFA die lipophilen
Verbindungen im Fettegewebe angereichert haben, wodurch weniger Thymol und
Carvacrol in der Anfangsphase mit dem Harn ausgeschieden werden musste. Im
weiteren Verlauf misste es zu einer schubhaften Freisetzung der Stoffe aus dem
Fettdepot kommen, wodurch dies durch die ausgeschiedene Menge im Harn

ersichtlich werden musste (Pavlovic, 2017).
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7.3.1. Proband 1

Zur Beurteilung der Ergebnisse wurden nur die Werte an Gesamtcarvacrol
herangezogen, da Thymol nur in geringen Mengen im Harn nachweisbar war. Wie in
der Graphik ersichtlich kam es an Tag eins zu einer geringen Ausscheidung von
Carvacrol mit abnehmender Tendenz (Tabelle 6; Abbildung 21 und Abbildung 22).
Allerdings muss der bereits hohe Carvacrolgehalt im Leerharn berlcksichtigt werden.
Dieser kdonnte durch den Verzehr carvacrolhaltiger Lebensmittel zustande gekommen
sein. An Tag zwei stieg die Konzentration wieder an. Es lasst sich vermuten, dass
Carvacrol Uber Nacht schubhaft aus dem Depot freigesetzt wurde, wodurch eine
héhere Konzentration im Morgenharn (T2H1) im Vergleich zum Harn am Abend davor
(T1H5) vorlag.

Tabelle 6: Konzentrationen von Thymol und Carvacrol im Harn von Proband 1 vor und nach der

Séaurespaltung

Proband 1
vor Saurespaltung nach Saurespaltung
Harnprobe Thymol Carvacrol Thymol Carvacrol
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
LH 0.067 1.741 3.325 50.289
T1H1 0.078 1.634 2.145 17.543
T1H2 0.056 1.446 3.209 13.649
T1H3 0.056 1.192 3.936 12.516
T1H4 0.067 0.984 1.186 2.183
T1H5 0.033 0.689 1.012 3.173
T2H1 0.064 0.619 2.469 9.061
T3H1 0.053 0.558 1.676 7.448
T4H1 0.059 0.308 2.845 4.325
T5H1 0.021 0.108 2.02 0.997
T6H1 0.032 0.573 3.082 54.367
T7H1 0.157 2.183 2.667 18.612
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Kinetikkurven von freiem Carvacrol und Thymol von Proband 1
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7.3.2. Proband 2

Proband 2 war das Gegenbeispiel dazu. Hier kam es zu einer schnellen Elimination,
weshalb es zu keiner Kumulation gekommen sein durfte. Bereits an Tag eins hatte der
Proband Carvacrol grof3teils ausgeschieden. Die Konzentration fiel rasch ab, um dann
nur noch langsam zu sinken. Eine schubhafte Freisetzung wie bei Proband 1 blieb an
den weiteren Studientagen aus. Dies kdnnte auf das deutlich groRere Abdominalfett
von Proband 1 zurlckzufuhren sein (Tabelle 7; Abbildung 23 und Abbildung 24).

Tabelle 7: Konzentrationen von Thymol und Carvacrol im Harn von Proband 2 vor und nach der

Saurespaltung

Proband 2
vor Saurespaltung nach Saurespaltung
Harnprobe Thymol Carvacrol Thymol Carvacrol
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
LH 0.031 0.681 1.189 4.422
T1H1 0.122 3.359 2.2631 10.015
T1H2 0.103 3.204 2.752 21.273
T1H3 0.021 0.388 3.016 22.784
T1H4 0.061 0.079 2.22 8.502
T1H5 0.117 0.157 1.418 2.412
T2H1 0.081 0.107 0.896 1.666
T3H1 0.025 0.173 2.798 1.657
T4H1 0.052 0.1 1.995 0.561
T5H1 0.026 0.094 1.933 1.0
T6H1 0.034 1.407 2.022 33.558
T7H1 0.038 0.259 1.281 1.556

45



—&— Thymol
---O-- Carvacrol
o
i | H
1
£ o
= a5 o
c ] 3
i)
© -
5
g 10 - o
o) Q
! .
0 .

T T T T T T T T T T T T

LH TIH1 T1H2 T1H3 T1H4 T1IH5T2H1 T3H1 T4H1 T5H1 T6H1 T7H1
Zeit

Abbildung 23: Kinetikkurven von Gesamtcarvacrol und -thymol von Proband 2
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Abbildung 24: Kinetikkurven von freiem Carvacrol und Thymol von Proband 2
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7.3.3. Vergleich der Probanden 1 und 2

Bei Proband 1 und 2 geht aus den Graphiken deutlich hervor, dass an Tag sechs eine
Spitzenkonzentration erreicht wurde. Wenn man diese Spitze mit der Graphik zur
Kapseleinnahme vergleicht, konnte eine orale Resorption von Carvacrol und Thymol
der Grund flr diese Spitzenkonzentration sein. Da es sich bei diesen Probanden um
ein Ehepaar handelt, ist es naheliegend, dass ein gemeinsamer Verzehr carvacrol-
und thymolhaltiger Lebensmittel stattgefunden haben konnte. Leider wird sehr oft
unterschatzt, dass in vielen Lebensmitteln Thymian, Oregano oder Bohnenkraut, die
die Monoterpene Carvacrol und Thymol enthalten, als Gewlrz eingesetzt werden.
Trotz der Untersagung solcher Lebensmittel kam es mit hoher Wahrscheinlichkeit zu

einem unbewussten Verzehr.

7.3.4. Proband 3

Bei Proband 3 war in der ersten Harnprobe nach Applikation des Oreganodls auf den
unteren Bauchbereich ein deutlicher Anstieg der Konzentration zu verzeichnen. Im
Laufe des Tages nahm die eliminierte Menge an Carvacrol ab. An Tag zwei kam es
zu einer schubhaften Freisetzung. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Carvacrol
uber Nacht aus dem Depot freigesetzt wurde, wie schon bei Proband 1 beobachtet
wurde (Tabelle 8; Abbildung 25 und Abbildung 26).

Tabelle 8: Konzentrationen von Thymol und Carvacrol im Harn von Proband 3 vor und nach der

Saurespaltung

Proband 3
vor Saurespaltung nach Saurespaltung
Harnprobe Thymol Carvacrol Thymol Carvacrol
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
LH 0.162 0.711 1.474 0.547
T1HA1 0.249 1.583 2.926 19.156
T1H2 0.054 0.253 2.761 11.297
T1H3 0.089 0.288 3.436 8.287
T1H4 0.044 0.428 1.212 2.888
T1H5 0.066 0.619 1.511 5.599
T2HA1 0.081 2.479 2.002 6.624
T3H1 0.06 0.336 1.64 1.768
T4HA1 0.077 0.166 3.107 3.375
T5H1 0.04 0.108 3.144 3.136
T6H1 0.105 0.637 2.098 4.143
T7H1 0.071 0.143 2.373 1.111
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Abbildung 25: Kinetikkurven von Gesamtcarvacrol und -thymol von Proband 3

3,0
—&— Thymol

-+ Carvacrol
25 4 0

2,0 -

1,5 -

1,0 1

Konzentration ng/mL

05 A

0,0 1

T T T T T T T T T T T T

LH T1H1 T1H2 TIH3 T1H4 T1H5 T2H1 T3H1 T4H1 T5H1 T6H1 T7H1
Zeit

Abbildung 26: Kinetikkurven von freiem Carvacrol und Thymol von Proband 3
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7.3.5. Proband 4

In den Harnproben von Proband 4 wurden Carvacrol und Thymol nach topischer
Applikation nur in sehr geringen Mengen detektiert (0.122 — 3.944 ng/mL). Dennoch
kann man aus der Grafik enthehmen, dass es auch hier zu einer schubhaften
Freisetzung aus dem Fettgewebe gekommen war (Tabelle 9, Abbildung 27 und
Abbildung 28). Die geringe Ausscheidung der Monoterpene konnte durch eine niedrige
Resorption aufgrund einer kleineren Resorptionsflache im Vergleich zu den anderen
Probanden, die einen groReren Bauchumfang hatten, stammen. Ferner kdnnten die
Hauteigenschaft und die Expositionszeit eine Rolle spielen. Um eindeutige
Schlussfolgerungen ziehen zu kdnnen bedarf es allerdings Untersuchungen an einem
groReren Gesamtkollektiv. Neben einer renalen Ausscheidung kdnnte es auch zu einer
pulmonalen Elimination gekommen sein. Aufgrund der leichten Flichtigkeit der
Monoterpene war anzunehmen, dass ein Teil abgeatmet werden konnte. Die kleine
Molekulgrofde und Lipophilie erlauben zudem eine dermale Elimination. Eine Exkretion
Uber die Faeces ware ebenfalls moglich. Den Hauptausscheidungsweg von dermal
appliziertem radioaktiv markiertem 14C-Citral bei Ratten, stellte die renale Elimination
dar. Etwa 8.5% der verabreichten Dosis wurden renal eliminiert, 3.3% wurden als
14C0O2 und 2.8% unmetabolisiert Uber die Lunge abgeatmet. Die Ausscheidung Uber

die Faeces mit 3.48% spielte eine eher untergeordnete Rolle (Diliberto et al., 1988).

Tabelle 9: Konzentrationen von Thymol und Carvacrol im Harn von Proband 4 vor und nach der

Saurespaltung

Proband 4
vor Saurespaltung nach Saurespaltung
Harnprobe Thymol Carvacrol Thymol Carvacrol
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]

LH 0.062 0.094 0,7278 3.701
T1H1 0.029 0.158 2.768 1.972
T1H2 0.027 0.186 1.945 2.453
T1H3 0.026 0.117 2.132 1.922
T1H4 0.038 0.194 0.408 1.679
T1H5 0.067 0.413 1.181 3.944
T2H1 0.027 0.102 1.358 3.531
T3H1 0.049 1.815 1.335 3.067
T4H1 0.057 0.051 0.265 0.162
T5H1 0.074 0.2 0.621 0.817
T6H1 0.016 0.069 1.026 2.457
T7H1 0.139 0.463 1.027 1.023
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Abbildung 27: Kinetikkurven von Gesamtcarvacrol und -thymol von Proband 4
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Abbildung 28: Kinetikkurven von freiem Carvacrol und Thymol von Proband 4
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Das oral applizierte Oreganodl in Form einer Weichkapsel wurde innerhalb der ersten
24 h nahezu komplett ausgeschieden (Tabelle 10; Abbildung 29 und Abbildung 30).
An den restlichen Studientagen konnte nur eine geringe Menge an Gesamtcarvacrol
quantifiziert werden. An Tag vier (T4H1 9.456 ng/mL) stieg die Konzentration im Harn
im Vergleich zu Tag drei (T3H1 1.153 ng/mL) an. Eventuell kam es Uber Nacht zu einer
Freisetzung der Terpene. Allerdings muss bei der Beurteilung berlcksichtigt werden,
dass es sich hierbei um sehr geringe Mengen handelte und aufgrund des geringeren
Korperfettanteils und BMIs eine Kumulation im Fettgewebe eher unwahrscheinlich

war.

Tabelle 10: Konzentrationen von Thymol und Carvacrol im Harn von Proband 4 nach oraler

Applikation vor und nach der Saurespaltung

Proband 4 Kapsel
vor Saurespaltung nach Saurespaltung
Harnprobe Thymol Carvacrol Thymol Carvacrol

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]

LH 0.363 2.671 2.279 5.954
T1H1 2.923 646.511 11.184 1383.46
T1H2 0.956 2.919 9.553 204.709
T1H3 1.09 9.306 8.296 170.207
T1H4 1.311 2.834 2.217 12.134
T1H5 0.29 4.395 3.493 15.102
T2H1 0.289 2.694 6.087 13.149

T3H1 0.449 0.996 1.504 1.153

T4H1 0.294 0.914 1.761 9.456

T5H1 3.276 1.831 7.033 2.94

T6H1 0.307 0.561 3.77 2.693

T7H1 0.946 5.342 2.81 2.53
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Abbildung 29: Kinetikkurven von Gesamtcarvacrol und -thymol von Proband 4 nach oraler
Applikation
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Abbildung 30: Kinetikkurven von freiem Carvacrol und Thymol von Proband 4 nach oraler
Applikation
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7.3.6. Vergleich aller Probanden

Abbildung 31 und Abbildung 32 stellen zusammenfassend die Kinetikkurven aller
Probanden (ausschliel3lich jene Kurven nach der oralen Applikation) dar. Tabelle 11
stellt die Gesamtcarvacrol-Konzentrationen der einzelnen Probanden im Vergleich
dar.

Auffallig ist, dass in den Leerharnproben aller Probanden Thymol und Carvacrol
sowohl vor als auch nach der enzymatischen Spaltung der Konjugate nachweisbar
waren. Besonders hoch war die Konzentration von Proband 1. Wenn man diesen Wert
mit jenen der Probanden an Tag eins in Tabelle 1 und mit den Werten nach der
Kapseleinnahme in Tabelle 10 vergleicht, konnte dieser durchaus durch eine
Lebensmittelkontamination stammen. Wie bereits erwahnt kamen bei der vorherigen
Pilotstudie die Patienten ohne jegliche Instruktionen aufgrund von Beschwerden,
verursacht durch eine Harnwegsinfektion, in die Arztpraxis und wurden vom Urologen
ad hoc bei einer Untersuchung gewahlt und bekamen erst danach die Anweisung auf
thymol- und carvacrolhaltige Lebensmittel und Kosmetika zu verzichten (Pavlovic,
2017). Ein direkter Vergleich zwischen den Tabellen zur GC-MS dieser Patienten und
jene in der vorliegenden Arbeit kann nicht gezogen werden, da die Bedingungen
unterschiedlich waren. In der vorliegenden Arbeit wurde das Oreganodl nur einmal an
Tag eins einmassiert, wobei die Studienteilnehmer in der Arbeit von Pavlovic zur
Untersuchung der Keimzahl im Harn das Ol acht Tage lang taglich zweimal
einmassiert hatten. Hier konnte es durchaus zu einer Kumulation im Fettgewebe
gekommen sein. Da nur Harnproben von vor der Applikation des Oreganodls und von
Tag acht vorlagen, kann die renale Ausscheidung der Monoterpene nicht beurteilt
werden. Die hdhere Ausscheidungsrate im Vergleich zu den Probanden 1, 2, 3 und 4
kénnte mit hoher Wahrscheinlichkeit entweder durch die wiederholte Massage des Ols
wahrend der Dauer der Studie oder durch eine Kontamination wahrend der
Anwendung begriindet sein. Da das Ol nach dem Applizieren nicht entfernt wurde
(leave on), ist unter Umstanden eine Verschleppung bzw. Kontamination durch

Kdrperkontakt oder Kleidung nicht auszuschliefl3en.
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Tabelle 11: Konzentrationen von Carvacrol im Harn von allen vier Probanden vor und nach der

Saurespaltung

Gesamtcarvacrolgehalt [ng/mL]
Harnprobe Proband 1 Proband 2 Proband 3 Proband 4

LH 50.289 4.422 0.547 3.701
T1H1 17.543 10.015 19.156 1.972
T1H2 13.649 21.273 11.297 2.453
T1H3 12.516 22.784 8.287 1.922
T1H4 2.183 8.502 2.888 1.679
T1HS5 3.173 2.412 5.599 3.944
T2H1 9.061 1.666 6.624 3.531
T3H1 7.448 1.657 1.768 3.067
T4H1 4.325 0.561 3.375 0.162
T5H1 0.997 1 3.136 0.817
T6H1 54.367 33.558 4143 2.457
T7H1 18.612 1.556 1111 1.023
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Abbildung 31: Vergleich der Kinetikkurven von Gesamtarvacrol und -thymol aller Probanden

m = male, f = female, H = high, L = low
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Abbildung 32: Vergleich der Kinetikkurven von freiem Carvacrol und Thymol aller Probanden
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass an Hand der ermittelten Daten
durchaus Hinweise zur Anreicherung von lipophilen Monoterpenen im Abdominalfett
vorhanden sind. Auch in den Ergebnissen anderer Studien zum Nachweis von
Monoterpenen in biologischen Matrices wurde mehrmals darauf hingewiesen, dass
eine geringe Konzentration oder verzogerte Detektion der Verbindungen im Blut oder
Urin durch die Einlagerung im subkutanen Fettgewebe begrindet sein konnte (Jager
et al., 1996, Fewell et al., 2007; Friedl et al., 2010). Unterschiede in der
Kdérperzusammensetzung der Probanden in puncto Korperfettanteil, in der Resorption
oder die Nichteinhaltung der Verpflichtungen fur die Dauer der Studie kénnten die
Ursache fur interindividuelle Schwankungen in der ausgeschiedenen Carvacrolmenge
sein. Wahrend der Massage des Oreganodls in den unteren Bereich des Bauches
wurden Untersuchungshandschuhe zur Verhinderung der Resorption Uber die
Handflache verwendet. Die pulmonale Resorption der flichtigen Substanzen wurde
allerdings vernachlassigt. Durch die Anwendung einer Atemmaske hatte man die
inhalative Aufnahme verhindern koénnen. Langeneckert zeigte 1998 in seinen
Untersuchungen, dass bei dermaler Applikation ein groRer Teil der flliichtigen
Verbindungen auch pulmonal resorbiert wurde. Dartber hinaus ware die Mitgabe eines
Ernahrungsplans, der ausschliel3lich die Speisen enthalt, welche vor Beginn der Studie
und fur die Zeit der Studiendauer verzehrt werden durfen, durchaus sinnvoll. So konnte
man gewahrleisten, dass die Analytik durch Kontamination nicht beeintrachtigt wird.
Fir signifikante Belege waren Untersuchungen mit einer groReren Probandengruppe

unter kontrollierten Bedingungen von wesentlicher Bedeutung.
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