Pharmakologische und klinische
Untersuchungen zur Wirksamkeit
eines standardisierten
Weidenrindenextraktes

DISSERTATION

der Fakultat fur Chemie und Pharmazie
der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen

zur Erlangung des Grades eines Doktors
der Naturwissenschaften

2003

vorgelegt von

Irmela Wagner



Tag der mundlichen Prufung: 16. Juni 2003

Dekan: Prof. Dr. med. Hansgeorg Probst
Erster Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Lutz Heide

Zweiter Berichterstatter: Prof. Dr. med. Christoph H. Gleiter






Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Originalarbeiten

Wagner |, Greim C, Laufer S, Heide L, Gleiter CH (2003) Influence of willow bark
extract on cyclooxygenase activity and on tumor necrosis factor a or interleukin 13
release in vitro and ex vivo. Clin Pharmacol Ther 73: 272-274

Ubersichtsartikel und Buchbeitrage

Wagner |, Biegert C, Heide L (2003) Phytoanalgetika. Aktuelle Forschungs-
ergebnisse zur Weidenrinde. Pharmazeutische Zeitung 148: 1153-1164

Wagner |, Heide L (2002) Bewertung klinischer Studien. In: Praxis der Arzneimittel-
information. Hrsg.: Weinzierl S; Govi-Verlag, Eschborn. S. 169-199

Wagner | (2001) Weidenrindenextrakt — ein pflanzliches Schmerzmittel. Apotheken-
magazin Mai 2001: 10-15

Heide L, Biegert C, Wagner | (2001) Rheumatische Erkrankungen. In: Angewandte
Arzneimitteltherapie. Hrsg.: Schneemann H, Young LY, Koda-Kimble MA; Springer-
Verlag, Berlin. S. 343-361

Tagungsbeitrage (Poster)

Mehr als nur Salicin? Pharmakokinetische, pharmakologische und klinische
Untersuchungen zur Weidenrinde. Wagner |, Schmid B, Greim C, Laufer S, Koétter |,
Heide L. 14. Irseer Naturstofftage der DECHEMA e.V., Irsee 2002

Biegert C, Wagner |, Schmid B, Kétter |, Gunaydin |, Heide L. Willow bark in the
treatment of rheumatic disorders: randomized controlled trials. Jahrestagung der
Gesellschaft fur Arzneipflanzenforschung, Zurich 2000



Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis

1 ZUSAMMENFASSUNG ...ttt reess s s sess s e s s en s s s s s e na s s e s s nnssssesnnnes 1
2 EINLEITUNG ... s rsss s ress s reas s s sas s s ens s s snss s s rnns s s nnnsssnnssssnnssssnnnnns 3
21 VWEIDENRINDE .....teuteuiensrenssrmsrnnsrensssnssrnsssanssnnsssmsssenssensssnsssnsssnnssnnssensssnnssnnns 3
211 Geschichte der medizinischen Anwendung ..., 3
21.2 MONOGraphi€N........cooviiie e 3
2.1.3 INhaItSSIOffE ..., 4
214 Pharmakokinetische Untersuchungen ..............coooiiiiiiiiiiiiiiicceinnnnnn, 5
215 Pharmakologische Untersuchungen...............cccccoiiiiiis 6
2.1.51 IN Vitro-UNEersUChUNGEN ....oooiiiie e 6
2.1.5.2  TIEIVEISUCKE ...t e e e e e e e e e e e e e raneeaae s 6
2.1.5.3  Untersuchungen zur Thrombozytenaggregation ...........c..ccccoeeeiiiiiiiei e, 7
2.1.6 Klinische WirksamkKeit.............cooouiiiiiii e 7
2.1.6.1 Klinische Wirksamkeit bei Arthrose ... 8
2.1.6.2 Klinische Wirksamkeit bei Rickenschmerzen................ccccc 8
21.7 NebenWirkungen..........coo i 9

2.1.8 Zusammenfassende Beurteilung der bisherigen Daten zur
LAY o (=T T 4T Lo [PPSR 10
2.2 PHARMAKOLOGISCHE ANGRIFFSPUNKTE BEI SCHMERZ UND ENTZUNDUNG....... 11
2.2.1 Hemmung der ZyKIOOXYgEeNaSEe .........cccevvveveiiiiiiiieeeeeeeeeeiee e 11
2211 ZyKIoOXygenase-1SOfOrMEN..........cooiiiiiii e 11
2.21.2  Bestimmung und Definition der COX-2-Selektivitat..........c.coooiviiiniiiinie, 12
2.2.2 Hemmung der Zytokin-Freisetzung............cccoooeiiiiiiii i, 13
2.3  RHEUMATOIDE ARTHRITIS ...cciiiiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 14
2.3.1 DEfiNItioN. ... 14
23.2 EPIdemiOIOgI€ ......uuuuiiiiiiiiiiiiiii e 15
2.3.3 PathOgEeNESE .......eieiie e 15
234 1 =T = o = SRR 16
2341 Therapierichtlinien ....... ..o e 16
2.3.4.2 Bestimmung der Krankheitsaktivitat in klinischen Studien .................cccoii 17
2.3.4.3  Wirksamkeit nicht-steroidaler Antirheumatika bei Rheumatoider Arthritis ........... 18
2.3.44  Nebenwirkungen nicht-steroidaler Antirheumatika.............oooooiiiiiiiiiiien. 19
2.3.4.5 Phytopharmaka bei Rheumatoider Arthritis............ccouueiieiiiiiiiiii e, 20

2.3.4.6  Moglicher Stellenwert von Weidenrindenextrakt in der Behandlung der
Rheumatoiden ArNItiS ..........ooiiiiiiiiiee e a e 21
24 ZIELSETZUNG DER VORLIEGENDEN ARBEIT.....ccutteuireerrasrrnssressrenssenssrnssrenssnnses 22
3 MATERIAL UND METHODEN ........oooiirreecr it rresss s eesss e s emns s e e nmnnas 23
3.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR PHARMAKOLOGIE .......ccceemusseremnnssserennnsssersnnnsssesennnnns 23
3.1.1 Weidenrindenextrakt...........ccooooiiiiiiiiiiiii e, 23
3.1.2 Chemikalien, Biochemikalien und Assay-Kits............cccccoeveeeiineee. 23
3.1.3 0110 ] o = o SRR 24
3.1.4 In vitro-Untersuchungen ... 26
3.14.1 = [0 (o] o= o 1H PP PPPPPRPPPPPPIN 26
3.1.4.2 Testsubstanzen ... 26
3.143 Methodik des Cox-1-VolIbIUtasSays ...........ccceeriiiiiieiiiiiie e 27
3.1.4.4  Methodik des Cox-2-VolIbIUutassays .........cccceereeeeiiiiiiiiiieeee e 28
3.1.4.5 Methodik des Zytokin-Vollblutassays ...........cccuviiiieiiiiiiciieeee e 30
G Tt O G I W (3115 (0 oo P URPRR PP 31



Il Inhaltsverzeichnis
3.1.5 Untersuchungen zur ZytotoXizitat ..............cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 31
3.1.51 T T oA S Y .ttt ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e b e et e e e e e e e e e e nnrenneeaaeeeeann 31
3.1.5.2  Trypanblau-FArbuNg ..........coo i 32
3.1.6 Ex vivo-Untersuchungen: Probandenstudie.................cccccuuviinnnens 34
3.1.6.1 PrUfPrAparate ... .ooooiie ettt e e e e e e 34
3.1.6.2  Design und Ablauf der Probandenstudie...............ccccoeiiiiiiiiiiiie e, 34
3.1.6.3  Methodik der ex vivo-VolIblutassays ... 36
3164 AUSWEITUNG ...ceeiiii ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s e eeeeeaeeeeeannenneeas 36
3.2 KLINISCHE STUDIE .....cuutemreemmmmsssssssssnssssssmmmsssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnnnns 37
3.2.1 StudienpProtokoOll...... ..o 37
3.2.1.1 T 0L [T oA Y RSP 37
1 T2 I (1 o 1T o To [T T [ o SRRSO 37
3.2.1.3  PatientenKOIEKtiV........ccuiiiiiee s 38
3.2.1.4  PrUFZENIIEN .o 40
3.2.1.5  BehandIUNGEN ......coo i 41
T2 T - To (o 4 o1 1= T ] o o SRR 42
3.2.1.7  VerbliNAUNG.......ooo e 42
3.2.1.8  Begleittherapien ... ... 42
3.21.9 LO70] 01 ) 1 =1 o = SR 43
3.2.1.1 ZIElParamMeter... ..o —————————— 44
3.2.1.1 StUAIENADIAUT ... 46
3.211 FallzahlabSChAtZUNG .........eeiiiiii e 47
3.2.1.1 Statistische Verfahren...........oo e 47
3.2.2 Datenmanagement ..............uuuuuiiiiiiiiiiii 51
4 ERGEBNISSE ... s e 53
4.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR PHARMAKOLOGIE ......cuuciimrmmsssssrmmnsssssrmnnsssssssnnsssssnnnns 53
411 In vitro-Untersuchungen ..., 53
4111 Ergebnisse flr die Referenzsubstanzen.............ccccccooviiiiiii e 54
4.1.1.2  Ergebnisse fir den Weidenrindenextrakt ..............ccccoviieiiieiiiiciiiieeee e, 55
4.1.1.3  Schlussfolgerungen zu den in vitro-Untersuchungen...........ccoccccceiiiiiiiiiien e 56
4.1.2 Untersuchungen zur ZytotoXizitat ..............cccceciiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 56
4.1.21 VT T oA S Y .ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e et et e e e e e e e e e annreneeeaaeeaeann 56
4.1.2.2  Trypanblau-FArbUNG ........c.ooooiiiiiii et e e 58
4.1.2.3  Schlussfolgerungen zu den Untersuchungen zur Zytotoxizitat ................cccuveeee. 58
41.3 Ex vivo-Untersuchungen: Probandenstudie................ccccccuuviinnnnens 58
4.1.3.1 Baseline-Werte der Probanden ... 59
4.1.3.2  Ergebnisse nach der Einnahme von Diclofenac............ccccceiiiiiiiiniiiiiniee e 59
4.1.3.3  Ergebnisse nach der Einnahme von Weidenrindenextrakt ..............cccccccooiinnnne 61
4.1.3.4  Schlussfolgerungen zu den ex vivo-Untersuchungen ............ccccceevviiieeeiiiieeeene 61
4.2 KLINISCHE STUDIE ......ciiiiiiirimmnssssssssssssssnnssssssssssesssssnnsssssssssssssssnnnsssssssssssnnns 62
4.21 VOrbemMErKUNG .....vue e 62
4.2.2 Ethische und rechtliche Aspekte...........coovviiiiiiiiiiiiiee e 62
4.2.3 Einhaltung des Studienprotokolls .............cccooiiiiiiiiiiiiiiee 63
4.2.3.1  QUAlItAISKONIIOIEN .....eoiiiiii e 63
4.2.3.2  Anzahl der Studienpatienten ...........ccccooeiiiiiiiiii e 63
4.2.3.3  COMPHANCE....ociiiiiiiieee et e e e e e e e e a e e e e eas 64
4234 [ 0] (0] (0] 1)Y= £ (o Y YRR 64
4.2.3.5  RaANUOMISIEIUNG . ...cittiiii ittt e ettt e e st e e e sbte e e e e aabeeeesanbeeeeeanes 66
4.2.3.6  VerbliNUNG.......ceiiiiiiiie ettt sttt et e e st e e e ee e 66
4.2.3.7  StatistiSChe AUSWEIUNG ......ccoiiiiiiiiiiiiii e 67
4.2.3.8  Schlussfolgerungen zur Einhaltung des Studienprotokolls ............ccccceiiiienenen 68
4.2.4 Studienpatienten............cooooeiiiiiii e 69
4241 Einteilung der Studienpatienten............cccccooiiiiiiiiii e 69
4.2.4.2  StudienabbrlUChe. ........ccoi i 71
4.2.4.3  Patientenpopulationen ...........oooiiiiiiiiiiii e 71



Inhaltsverzeichnis 11|

4.2.5 Baseline-Daten .............iiiiiiiii 72
4.2.5.1 DemographiSChe Daten ..........oooi it e e 72
4252 Krankheitsbezogene Daten ... 72
4.25.3  ZIelparameter..... ..o e e e e e s 73

4.2.6 Auswertungen zur WirksamKeit .............cooeeiiiiiiiiiiiiiii e 75
4261 Intention-to-treat-Auswertung des Hauptzielparameters.............ccccoceeveeeeiiinnnnee. 75
4.2.6.2 Per-protocol-Auswertung des Hauptzielparameters...........ccccooovveiiiiiiiniien e 80
4.2.6.3 Intention-to-treat-Auswertung der Nebenzielparameter ............cccccooiiiiiiinnne 83
4.2.6.4  Per-protocol-Auswertung der Nebenzielparameter .............ccccocoveiiiiiiiiiiinennns 91
4.2.6.5 Zusammenfassung der Zielparameter...........ocoeiiiiiiiiiiiiiie e 92
4.2.6.6  Schlussfolgerungen zur Wirksamkeit .............cocoeeiiiiiiiiiiiii e 94

4.2.7 Auswertungen zur Sicherheit...........ccccccooiiiiiiii, 95
4271 Patientenurteil zur VertraglichKeit.............ccccoviiiiiiii i, 95
4.2.7.2 6= T oo ) o =1 1Y o [P RERRR 95
4.2.7.3  Unerwlinschte EreigniSSe ........cuueiiiiiuiiiiiiiiiiee e 96
4.2.7.4  Schlussfolgerungen zur Sicherheit ..o 99

DISKUSSION..... .. n s 101

5.1 PHARMAKOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN ......cueemeeemmmmmsssssnnsnnssssmsssssssssnsnnnes 101
5.2 KLINISCHE STUDIE ....cciiiiisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssnnnnnnn s 103
5.2.1 Vergleich mit NSAR-Studien bei Rheumatoider Arthritis .............. 105
5.2.2 Vergleich mit Weidenrindenstudien ................ocoooiiiiiiiiiie e, 106
5.3 FAZIT e ———— 109
LITERATUR. ...t s 111

TABELLENANHANG. ...t 123



\Y

Abkurzungen

Abkilirzungen

ACR American College of Rheumatology

AMG Gesetz Uber den Verkehr mit Arzneimitteln (Arzneimittelgesetz)

ANCOVA Analysis of covariance (Kovarianzanalyse)

ANOVA Analysis of variance (Varianzanalyse)

ASS Acetylsalicylsaure

AUC Area under the curve (Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve)

BfArM Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte

BSG Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit

95%-C.1. 95%-Konfidenzintervall

CO, Kohlendioxid

COX Zyklooxygenase

CRP C-reaktives Protein

DMSO Dimethylsulfoxid

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EMEA The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products

ESCOP European Scientific Cooperative on Phytotherapy

FDA Food and Drug Administration

GCP Good Clinical Practice

HAQ Health Assessment Questionnaire

HLA Human leukocyte antigen

ICs0 Inhibitory concentration 50 (Konzentration, bei der eine
50-prozentige Hemmung auftritt)

IL-18 Interleukin-13

ILAR International League of Associations for Rheumatology

ITT Intention-to-treat

LKP Leiter der klinischen Prufung gemal §40 AMG

LPS Lipopolysaccharid

MHC Major histocompatibility complex



Abkurzungen V

MTT
NADH
NADPH
NFKB

NO

NSAR

NYHA

PGE;

PP

RA

rem

SD / Std.-abw.
SF-36

SOP

TNFa

TSH

UE

VAS

WHO

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid]
Hydrierte Form von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid

Hydrierte Form von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
Nuclear factor kB

Stickstoffmonoxid

Nicht-steroidales Antirheumatikum / Nicht-steroidale Antirheumatika
New York Heart Association

Prostaglandin E;

Per-protocol

Rheumatoide Arthritis

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Standardabweichung

Short Form 36 (Fragebogen zum allgemeinen Gesundheitszustand)
Standard Operating Procedure (schriftliche Handlungsanweisung)
Tumornekrosefaktor a

Thromboxan-Synthase-Hemmstoff

Unerwunschtes Ereignis

Visuelle Analogskala

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)






1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Weidenrindenpraparate sind in Deutschland zur Therapie fieberhafter Erkrankungen,
rheumatischer Beschwerden und Kopfschmerzen zugelassen. Mehrere randomi-
sierte, kontrollierte Studien deuten auf eine analgetische Wirksamkeit von Weiden-
rindenextrakt hin.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden mdgliche pharmakologische
Wirkmechanismen von Weidenrindenextrakt untersucht. Es konnte in humanen
Vollblutassays gezeigt werden, dass Weidenrindenextrakt in vitro die Aktivitat der
Zyklooxygenase-1 (COX-1) und -2 (COX-2) sowie in geringerem Ausmal} die
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor a (TNFa) und
Interleukin-18  (IL-1B) hemmt. Die Extraktkonzentrationen, bei denen eine
50-prozentige Hemmung auftrat (ICso-Werte), betrugen 35 ug/ml (COX-1-Assay),
60 ug/ml (COX-2-Assay), 438 ug/ml (TNFa-Assay) und 566 pg/ml (IL-1B-Assay).
Nach oraler Einnahme einer Einzeldosis Weidenrindenextrakt (entsprechend 240 mg
Salicin) durch drei gesunde Probanden war jedoch ex vivo in keinem der
Testsysteme eine Hemmwirkung nachweisbar. Die Validitat und Empfindlichkeit der
ex vivo-Untersuchungen wurde durch Kontrollversuche mit Diclofenac bestatigt, in
denen eine deutliche COX-1- und COX-2-Hemmung auftrat. Somit wurde die
Hypothese widerlegt, dass der verwendete Weidenrindenextrakt, ahnlich wie die
meisten nicht-steroidalen Antirheumatika, nach oraler Gabe Uber eine Hemmung der
COX-1- und COX-2-Aktivitat wirkt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde in einer klinischen Pilotstudie untersucht, ob sich
Hinweise fur eine analgetische und/oder antiinflammatorische Wirksamkeit von
Weidenrindenextrakt bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis ergeben, die eine
grolRere Studie in dieser Indikation rechtfertigen wirden. Mit dieser Studie wurde
erstmals die Wirksamkeit von Weidenrindenextrakt bei einer entziindlichen rheumati-
schen Erkrankung untersucht.

In einer randomisierten, kontrollierten, doppelblinden, multizentrischen Pilotstudie
wurde ein Weidenrindenextrakt (entsprechend 240 mg Salicin pro Tag) nach einer
Auswaschphase von 4 bis 10 Tagen Uber 6 Wochen im Parallelgruppenvergleich
gegen Placebo gepruft. Einschlussdiagnose war eine Rheumatoide Arthritis (Diagno-
sekriterien des American College of Rheumatology) mit einem aktiven Krankheitsbild.
Eine konstante Begleittherapie mit Basistherapeutika oder niedrig-dosierten oralen
Glukokortikoiden war erlaubt, NSAR und Analgetika mussten vor Studienbeginn ab-
gesetzt werden. Die Zielparameter wurden entsprechend den gultigen internationalen
Empfehlungen gewanhlt. Hauptzielparameter war die Schmerzveranderung auf einer
10 cm langen visuellen Analogskala (VAS) von Baseline zu Studienende. Nebenziel-
parameter waren die Anzahl druckschmerzhafter und geschwollener Gelenke
(28-Joint-Count), die korperliche  Funktionsfahigkeit (Health  Assessment
Questionnaire), die Morgensteifigkeit (10 cm-VAS), die Gesamtbeurteilung des
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Therapieerfolgs durch Patient und Arzt, die Lebensqualitat (SF-36), die Akutphase-
reaktanten BSG und CRP, und die Anzahl der Patienten, die die Kriterien des
American College of Rheumatology fir eine ,Verbesserung“ erflllten (ACR-20-
Responder). Die primare Auswertung des Hauptzielkriteriums erfolgte auf Basis der
Intention-to-treat-Population durch eine ANCOVA (Analysis of covariance), wobei die
Ausgangsschmerzwerte und das Prufzentrum als Kovariablen einbezogen wurden.

26 Patienten wurden von Juni 2001 bis November 2002 an vier Prifzentren randomi-
siert (13 Weidenrinde, 13 Placebo). 7 Patienten brachen die Studie wahrend der
Prifphase ab, 6 wegen mangelnder Wirksamkeit (3 Weidenrinde, 3 Placebo) und ein
Weidenrindenpatient wegen eines Unerwlnschten Ereignisses (Bandscheibenvor-
fall).

In fast allen Zielparametern wiesen die Patienten der Weidenrindengruppe zu Beginn
der Prufphase eine hdhere Krankheitsbelastung auf als die Patienten der Placebo-
gruppe. Im Hauptzielparameter zeigte die Weidenrindengruppe einen um 1cm
héheren Baseline-Mittelwert (5,5 cm) als die Placebogruppe (4,5 cm). Wahrend der
sechswochigen Prufphase verringerten sich die Schmerz-VAS-Werte in  der
Weidenrindengruppe um durchschnittlich 0,8 cm (15%) verglichen mit einer
Verringerung von 0,2 cm (4%) in der Placebogruppe. Die statistische Auswertung mit
einer ANCOVA ergab unter Berlcksichtigung der unterschiedlichen Baseline-Werte
einen geschatzten Unterschied zugunsten der Weidenrinde von —0,08 cm (95%-C.1.:
-2,09 bis 1,93 cm) und einen p-Wert von 0,934. Der beobachtete Therapievorteil ist
daher statistisch nicht signifikant. In keinem der betrachteten Nebenzielkriterien
zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen Weidenrinde und Placebo.

Der Weidenrindenextrakt war insgesamt gut vertraglich. In beiden Behandlungs-
gruppen traten in der Prufphase 7 Unerwunschte Ereignisse auf. Bei zwei Uner-
wulnschten Ereignissen in der Placebogruppe und bei einem Unerwinschten Ereignis
in der Weidenrindengruppe wurde ein moglicher Zusammenhang mit dem Prif-
medikament dokumentiert.

Eine Wirksamkeit des standardisierten Weidenrindenextraktes bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Die
Berechnungen zur Power der Studie zeigen, dass die statistische Aussagekraft der
Studie trotz der geringen Patientenzahlen vergleichsweise hoch ist. Die Wahrschein-
lichkeit, dass in dieser Studie ein klinisch relevanter Unterschied zwischen Weiden-
rinde und Placebo nicht aufgedeckt wurde, ist gering (fur A > 1,5 cm betragt die
Wahrscheinlichkeit 7%, fur A > 1 cm 17%). Diese Studie zeigt, dass nur geringe
Aussichten bestehen, in groferen Folgestudien in der Indikation Rheumatoide
Arthritis eine Wirksamkeit dieses Weidenrindenextraktes aufzuzeigen.
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2 Einleitung

2.1 Weidenrinde

2.1.1 Geschichte der medizinischen Anwendung

Die medizinische Anwendung der Weidenrinde wurde bereits in der Antike von
Hippokrates, Plinius, Dioskurides und Galen berichtet [Fleming 1999]. Im Krauter-
buch des Tlbinger Arztes und Gelehrten Leonhardt Fuchs von 1543 findet sich bei
der Vielzahl der beschriebenen Anwendungen der Weidenrinde kein Hinweis auf
einen Einsatz in den heute beanspruchten Indikationen Fieber oder rheumatische
Erkrankungen [Fuchs 2001]. Erst 1763 berichtete der englische Geistliche Edward
Stone [1763] von der Wirksamkeit der Weidenrinde bei fiebrigen Erkrankungen. 1828
isolierte Buchner [1828] das Phenolglykosid Salicin aus Weidenrinde und beschrieb
1831 [Buchner 1831] die Wirkung von Salicin bei Fieber. Maclagan [1876] berichtete
1876 Uber den erfolgreichen Einsatz von Salicin bei akutem Gelenkrheumatismus.
Piria gelang 1838 die Gewinnung von Salicylsaure aus Salicin, und Kolbe syntheti-
sierte 1860 Salicylsaure im Gro3malistab [Hedner et al. 1998]. Mit der Synthese von
Acetylsalicylsaure durch Hoffmann im Jahr 1897 verlor die Weidenrinde therapeu-
tisch an Bedeutung. Erst in den letzten Jahren erhielt die Weidenrinde im Rahmen
der modernen Phytotherapie wieder verstarktes wissenschaftliches Interesse.

2.1.2 Monographien

Nach der Monographie ,Weidenrinde - Salicis cortex® des Europaischen
Arzneibuches besteht Weidenrinde aus der ,getrockneten Rinde junger Zweige oder
aus ganzen, getrockneten Stlcken junger Zweige des laufenden Jahrs® [Europaische
Arzneibuch-Kommission 2002]. Das Arzneibuch spezifiziert die Weidenarten nur
dahingehend, dass ein Mindestgehalt von 1,5% Gesamt-Salicylsaure-Derivate, be-
rechnet als Salicin, und bezogen auf die getrocknete Droge gefordert wird. Beispiel-
haft werden die Purpurweide (Salix purpurea), die Reifweide (Salix daphnoides) und
die Bruchweide (Salix fragilis) genannt.

Die Kommission E [1984] des frUheren Bundesgesundheitsamtes fasste 1984 in
einer Monographie uber Weidenrinde den damaligen wissenschaftlichen Erkenntnis-
stand zusammen. Die Kommission E empfiehlt Weidenrinde fur die Behandlung von
Jfieberhaften Erkrankungen, rheumatischen Beschwerden und Kopfschmerzen® in
einer Tagesdosis entsprechend 60-120 mg Gesamtsalicin. Die Dosierungs-
empfehlungen der European Scientific Cooperative on Phytotherapy (ESCOP) [1997]
reichen bis 240 mg Gesamtsalicin pro Tag. Alle heute auf dem deutschen Markt
erhaltlichen Weidenrindenmonopraparate entsprechen den Dosierungsempfehlungen
der Kommission E.
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2.1.3 Inhaltsstoffe

Die Inhaltsstoffe von Weidenrinde sind umfassend charakterisiert worden [Meier
1988; Kaul et al. 1999]. Das Phenolglykosid Salicin ist der bekannteste Inhaltsstoff
der Weidenrinde (Abbildung 1). In der Rinde liegt Salicin nicht frei, sondern
hauptsachlich in Form der Ester Tremulacin, Salicortin und Acetylsalicortin vor [Meier
et al. 1985].

Der Gesamtsalicingehalt variiert stark zwischen verschiedenen Weidenarten und
liegt in der Rinde von Salix purpurea, Salix daphnoides und Salix fragilis zwischen
2% und 8% [Julkunen-Titto 1989; Hannig 2001]. Wahrend der Extraktion der
Weidenrinde werden, je nach Extraktionsverfahren, die Salicinester teilweise zu
Salicin hydrolysiert. Salicylsaure selbst liegt in Weidenrindenextrakten nur in sehr
geringer Konzentration (unter 1%) vor. Neben den Phenolglykosiden enthalt
Weidenrinde Flavonoide und Chalkone, z.B. Narigenin-5-glukosid und
Isosalipurposid. Weitere Inhaltsstoffe sind Flavanverbindungen wie (+)-Catechin und
kondensierte Gerbstoffe [Kolodziej 1990].

OH o
HO
HO (0]
OH

Salicin

OH

Glykosidspal tungi
0]

HO

Saligenin
Oxidationi

T
OH
o, OH Ox o. AN._COOH
HO HO HO%
- —
H

(6]
Gentisinsaure Salicylsaure Salicylursaure

' ! !

renale Ausscheidung, zum Teil in Form von Glucuroniden

Abbildung 1: Metabolisierung von Salicin, modifiziert nach [Schmid et al. 2001]
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2.1.4 Pharmakokinetische Untersuchungen

Die Pharmakokinetik der aus Salicin entstehenden Salicylate ist durch neuere Unter-
suchungen gut dokumentiert. Eine entsprechende Probandenstudie unter Einnahme
eines Weidenrindenpraparates wurde von Schmid et al. [2001] durchgefuhrt. Im Ab-
stand von 3 Stunden nahmen 10 gesunde Probanden zweimal je 680 mg standardi-
sierten Weidenrindenextrakt in Form von Dragees ein, entsprechend 2 x 120 mg
Salicin. Als Hauptmetabolit des Salicins wurde Salicylsaure im Serum nachgewiesen
(86% der Gesamtsalicylate), neben geringen Mengen an Salicylursaure (10%) und
Gentisinsaure (4%) (Abbildung 1). Salicin oder das Aglykon Saligenin (Salicylalkohol)
traten im Serum nicht auf, das heil3t, es erfolgte vor oder wahrend der Resorption
eine Glykosidspaltung des Salicins und eine Oxidation des entstehenden Saligenins
zur Salicylsaure. Die anschlieRende Metabolisierung und Elimination verlief analog
zu synthetischen Salicylaten, d.h. die Ausscheidung erfolgte renal in Form von
Salicylursaure (71%), Salicylsaure (15%) und Gentisinsaure (14%) (Abbildung 1). Die
Bioverfugbarkeit des Salicins in Form von Salicylsaure, berechnet aus der AUC (area
under the curve) der Serumkonzentrations-Zeit-Kurve, wurde mit 43,3% ermittelt,
deutlich hoher als die von Pentz et al. [1989] beobachtete Bioverfugbarkeit von
Salicin aus einem Weidenrinden-Colasamen-Kombinationspraparat. Es ist daher
wahrscheinlich, dass die Extraktzusammensetzung und die pharmazeutische Formu-
lierung von Weidenrindenpraparaten die Bioverfugbarkeit stark beeinflussen. Schmid
et al. [2001] berechneten, dass die AUC der Salicylsaurederivate nach Einnahme
von Weidenrindenextrakt (240 mg Salicin) bioaquivalent ist zur AUC nach Einnahme
von 87 mg Acetylsalicylsaure. Daher sind die nach der Einnahme therapeutischer
Dosen Weidenrindenextrakt erhaltenen Salicylatkonzentrationen zu niedrig, um eine
analgetische Wirkung zu erklaren. Dies legt den Schluss nahe, dass die im Weiden-
rindenextrakt enthaltenen Salicinverbindungen nicht allein fur die Wirksamkeit ver-
antwortlich sind. Andere Substanzen konnten zur Wirkung beitragen.

In der Literatur findet sich haufig die These, dass Salicin vor der Resorption durch die
Darmflora hydrolysiert werden musse [Wagner et al. 1995; Weil} et al. 1999]. Diese
Aussage ist aus Versuchen am Tier, bzw. an isolierten Tierorganen, abgeleitet
[Steinegger et al. 1972; Fotsch et al. 1989; Fotsch et al. 1990; Akao et al. 2002]. Bei
Ratten wurden erst 5 bzw. 7 Stunden nach oraler Applikation von Salicin maximale
Salicylsaurekonzentrationen im Blut gemessen [Fotsch et al. 1990; Akao et al. 2002].
Beim Menschen hingegen wurde nach Einnahme von Salicin [Steinegger et al. 1972]
bzw. Weidenrindenextrakt [Pentz et al. 1989; Schmid et al. 2001] ein sehr viel
rascheres Anfluten von Salicylsaure festgestellt. Das bedeutet, dass beim Menschen
die Resorption nicht erst in den unteren Darmabschnitten stattfindet, sondern bereits
im Magen oder in oberen Dinndarmabschnitten. Moglicherweise erfolgt die Salicin-
spaltung und die Oxidation zur Salicylsaure wahrend der Resorption durch die Darm-
schleimhaut. Bei der Biotransformation des Salicins liegen also vermutlich Unter-
schiede zwischen Tier und Mensch vor.
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2.1.5 Pharmakologische Untersuchungen

2.1.5.1 Invitro-Untersuchungen

Zur Pharmakologie von Weidenrindenextrakt liegen nur wenige in vitro-Daten vor. In
einem biologischen Entzindungsmodell, dem ,Hen’s Egg Chorioallantoic Membrane
Test”, wurde fir Tremulacin, Salicin und Saligenin eine entziindungshemmende
Aktivitat berichtet [Meier et al. 1990]. Meier et al. [1990] beobachteten flr Salicin und
Salicortin in vitro keine relevante Hemmung der Prostaglandinsynthase oder der
Lipoxygenase. In vitro-Untersuchungen mit Weidenrindenextrakt geben Hinweise auf
eine Hemmung der COX-1- und COX-2-Aktivitat, sowie auf eine Hemmung der Frei-
setzung proinflammatorischer Zytokine [Chrubasik et al. 2002a; Marz et al. 2002].
Die Ergebnisse dieser in vitro-Untersuchungen sind jedoch in ihrer Aussagekraft be-
grenzt, da sie zum Beispiel Resorptionsvorgange und Metabolisierungen nicht be-
rucksichtigen und die physiologischen Bedingungen nur unzureichend simulieren
kdnnen.

2.1.5.2 Tierversuche

Leslie [1978] testete einen Weidenrindenextrakt aus Salix purpurea in entzindungs-
relevanten Tiermodellen und berechnete EDsp-Werte (,effective dose 50%), also die
Dosierungen des flussigen Extraktes (in Milliliter), die in dem entsprechenden Test
eine 50-prozentige Verbesserung bewirkten. Die Aussagekraft der angegebenen
EDso-Werte ist jedoch aullerst begrenzt, da weder der Alkoholgehalt des Extraktions-
mittels noch das Droge-Extrakt-Verhaltnis angegeben sind.

Glinko [1998] untersuchte Weidenrindenextrakt und Acetylsalicylsaure (ASS) in
Standard-Tiermodellen hinsichtlich ihrer analgetischen, antiinflammatorischen und
antipyretischen sowie ihrer magenschleimhautschadigenden Wirkung. ASS wurde in
Dosierungen von 100, 300 und 600 mg/kg Korpergewicht, Weidenrindenextrakt in
Dosierungen von 60, 100 und 120 mg/kg Koérpergewicht verabreicht. Leider ist der
eingesetzte Weidenrindenextrakt nicht naher beschrieben (Weidenarten, Extraktions-
mittel, Droge-Extrakt-Verhaltnis, Salicingehalt). Im Hot Plate Test ergab sich eine
signifikante Verlangerung der Zeit bis zur Schmerzreaktion nach Verabreichen von
ASS oder Weidenrinde im Vergleich zu der Kontrollgruppe, die nur Wasser erhielt.
Allerdings fehlt eine klare Dosisabhangigkeit des Effektes. So betrug die Verlange-
rung der Zeit bis zur Schmerzreaktion fur die ASS-Dosierungen (100, 300 und 600
mg/kg Korpergewicht) 15, 12 und 18 Sekunden und fir die Weidenrinden-
dosierungen (60, 100 und 120 mg/kg Koérpergewicht) 31, 10 und 15 Sekunden.
Auffallig ist, dass die Verabreichung von Wasser in der Kontrollgruppe scheinbar zu
einer erhohten Schmerzempfindlichkeit fuhrte, was auf methodische Probleme bei
der Versuchsdurchfuhrung hinweisen konnte. Nach Fieberinduktion durch Injektion
von Bierhefe zeigte sich fur ASS eine dosisabhangige antipyretische Wirkung,
wahrend fur Weidenrinde nur vereinzelte Messungen eine statistisch signifikante
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Fiebersenkung ergaben (eigene Berechnungen aus Messdaten von Glinko [1998]).
Antiinflammatorische Effekte wurden am Carrageenin-induzierten Rattenpfotendédem
untersucht. Da die Ausgangsdaten nicht angegeben sind, kdnnen Aussagen uber
eine Veranderung des Odems durch Weidenrinden- oder ASS-Verabreichung nicht
nachvollzogen werden.

Die Magentoxizitat wurde finf Stunden nach Verabreichung einer wassrigen Losung
von Weidenrindenextrakt oder ASS durch die visuelle Untersuchung der
Magenschleimhaut beurteilt. Nach Verabreichung von Weidenrindenextrakt zeigten
sich nur bei der héchsten Dosierung bei einzelnen Tieren leichte Veranderungen der
Magenschleimhaut, die sich jedoch auf Hyperamie beschrankten. ASS verursachte
hingegen sichtbare Lasionen und Ulzerationen der Magenschleimhaut.
Zusammengefasst deuten die beschriebenen Untersuchungen darauf hin, dass
Weidenrindenextrakt keine oder eine nur geringe Magentoxizitat aufweist. Die Unter-
suchungen zur Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes mussten allerdings mit
einem gut charakterisierten Extrakt unter genau kontrollierten Bedingungen reprodu-
ziert werden.

2.1.5.3 Untersuchungen zur Thrombozytenaggregation

Krivoy et al. [2001] untersuchten in einer klinisch-pharmakologischen Studie die
Wirkungen eines standardisierten Weidenrindenextraktes (entsprechend 240 mg
Salicin pro Tag) auf die Thrombozytenaggregation im Vergleich zu ASS (100 mg pro
Tag) und Placebo. Nach 28 Behandlungstagen wurde die Thrombozytenaggregation
nach Stimulation mit Arachidonsaure (500 pg/ml) bestimmt. In der Placebogruppe
aggregierten 78% der Thrombozyten, in der Weidenrindengruppe 61% und in der
ASS-Gruppe 13%. Die Thrombozytenaggregation wurde also durch ASS deutlich
gehemmt, durch Weidenrinde jedoch nur wenig. Ob diese geringe Hemmung der
Thrombozytenaggregation durch Weidenrinde eine klinisch relevante Nebenwirkung
darstellt und zu Wechselwirkungen mit Antikoagulantien oder Thrombozyten-
aggregationshemmern fihren kann, lasst sich derzeit nicht abschlieliend beantwor-
ten, ist aber wenig wahrscheinlich. Ein Einsatz von Weidenrinde als ,pflanzlicher
Thrombozytenaggregationshemmer® ist hingegen eindeutig nicht mdglich.

2.1.6 Klinische Wirksamkeit

Zur klinischen Wirksamkeit von Weidenrindenextrakt liegen neben mehreren anek-
dotischen Berichten [Stone 1763; Mayer et al. 1949; Bucher et al. 1987; Weyers
1992] und Studien mit pflanzlichen Kombinationspraparaten [Mills et al. 1996;
Schaffner 1997] neuere Studien mit auf Salicin standardisierten Weidenrinden-
extrakten vor [Chrubasik et al. 2000; Schmid et al. 2000; Chrubasik et al. 2001a;
Chrubasik et al. 2001b].
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2.1.6.1 Klinische Wirksamkeit bei Arthrose

Schmid et al. [2000] untersuchten in einer randomisierten, placebo-kontrollierten
Doppelblindstudie die analgetische Wirksamkeit eines standardisierten Weiden-
rindenextraktes bei Patienten mit Cox- bzw. Gonarthrose. Je 39 stationare Patienten
einer Rheumaklinik erhielten Uber 14 Tage entweder Weidenrindenextrakt entspre-
chend 240 mg Salicin pro Tag oder Placebo. Hauptzielkriterium war die Veranderung
der Schmerzen, bestimmt durch einen international anerkannten und validierten
Fragebogen (WOMAC = Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis
Index [Bellamy et al. 1988]). Am Ende der zweiwdchigen Behandlungsphase war die
Schmerzverringerung in der Weidenrindengruppe signifikant grolRer als in der
Placebogruppe (geschatzter Unterschied: 0,65 cm, p=0,047; ANOVA). Die in dieser
Studie gezeigte analgetische Wirksamkeit der Weidenrinde ist somit statistisch
signifikant, allerdings ist der Therapieeffekt nicht sehr grol3.

2.1.6.2 Klinische Wirksamkeit bei Riickenschmerzen

In einer randomisierten, placebo-kontrollierten, doppelblinden klinischen Studie un-
tersuchten Chrubasik et al. [2000] die Wirksamkeit eines standardisierten
Weidenrindenextraktes bei Patienten mit akuten Exazerbationen chronischer
Ruckenschmerzen. 210 Patienten erhielten wahrend 4 Wochen entweder Placebo
oder Weidenrindenextrakt entsprechend 120 oder 240 mg Salicin pro Tag (je 70
Patienten pro Behandlungsgruppe). Eine Schmerzintensitat von mindestens 5 cm auf
einer 10 cm langen visuellen Analogskala war als Einschlusskriterium gefordert.
Hauptzielkriterium war der Anteil schmerzfreier Patienten in der vierten Behand-
lungswoche, definiert als diejenigen Patienten, die an mindestens 5 Tagen der
letzten Behandlungswoche keine zusatzliche Schmerzmedikation (Tramadol) ein-
nahmen und dabei nach eigenen Angaben schmerzfrei waren. Es wurde eine deutli-
che, statistisch signifikante, dosisabhangige Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes
berichtet. Der Anteil schmerzfreier Patienten in der vierten Behandlungswoche
betrug 6% in der Placebogruppe, 21% in der niedriger dosierten und 39% in der
hdher dosierten Weidenrindengruppe.

In der gleichen Indikation verglichen Chrubasik et al. [2001b] standardisierten
Weidenrindenextrakt mit dem COX-2 selektiven Hemmstoff Rofecoxib in einer
offenen, randomisierten Studie. 228 Patienten nahmen Uber 4 Wochen taglich
entweder Weidenrindenextrakt entsprechend 240 mg Salicin (n=114) oder Rofecoxib
12,5 mg (n=114) ein. Hauptzielkriterium war die Veranderung der Rlickenschmerzen,
die in einem modifizierten, validierten Fragebogen erfasst wurden (Arhus-Ricken-
schmerz-Index). In der Per-protocol-Auswertung betrug die Verbesserung des modifi-
zierten Arhus-Indexes 21% in der Weidenrindengruppe und 22% in der Rofecoxib-
Gruppe. Aus dem Fehlen eines statistisch signifikanten Unterschiedes zwischen den
beiden Behandlungsgruppen (p=0,76) folgerten die Autoren therapeutische Aquiva-
lenz. Allerdings waren das Design und die statistische Auswertung der Studie nicht
auf den Nachweis einer Aquivalenz oder ,Non-Inferiority“ ausgelegt [EMEA 2000].
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Die Ergebnisse dieser Studie kdnnten au’erdem durch das offene Design beeinflusst
worden sein. Im Vergleich zu der oben beschriebenen placebo-kontrollierten Studie
wurde in dieser verum-kontrollierten Studie kein Mindestschmerzwert gefordert.
Entsprechend war die Schmerzintensitat bei Studienbeginn nur halb so grold wie bei
der vorhergehenden Studie, was das mdgliche Auftreten signifikanter Unterschiede
erschwerte. Die Ergebnisse dieser Studie mussten in einer doppelblinden
Aquivalenzstudie bestatigt werden.

Ebenfalls in der Indikation akute Exazerbation chronischer Rickenschmerzen wurde
eine offene, nicht-randomisierte Anwendungsbeobachtung durchgeflhrt [Chrubasik
et al. 2001a]. Die drei Behandlungsgruppen erhielten entweder Weidenrindenextrakt
entsprechend 240 mg Salicin pro Tag (n=112), Weidenrindenextrakt entsprechend
120 mg Salicin pro Tag (n=115) oder eine ,konventionelle Behandlung“ ohne
Weidenrinde, die verschiedene Therapiemdglichkeiten umfasste (n=224). Die
Patienten der ,konventionellen Therapiegruppe wurden von Orthopaden in ihrer
Praxis rekrutiert und behandelt, wohingegen die Patienten der Weidenrindengruppen
von Hausarzten rekrutiert und behandelt wurden. Ein- und Ausschlusskriterien, Be-
handlungsdauer (4 Wochen) und Zielkriterien waren analog der oben beschriebenen
randomisierten Doppelblindstudie. Die Patienten durften wahrend der Studie nach
Belieben weitere medikamentése und nicht-medikamentése Behandlungen anwen-
den. 27% der Patienten in der hdher dosierten und 4% der Patienten in der niedriger
dosierten Weidenrindengruppe waren in der vierten Behandlungswoche ohne zu-
satzliche Therapien schmerzfrei, verglichen mit 18% in der ,konventionellen Thera-
piegruppe“ (Intention-to-treat-Analyse, eigene Berechnung). Die Ergebnisse dieser
Anwendungsbeobachtung bezlglich der Wirksamkeit sind aufgrund des offenen,
nicht-randomisierten Designs nur wenig aussagekraftig. Auch der Vergleich der
Therapiekosten ist zweifelhaft, da in der konventionell behandelten Gruppe vielfach
teure Therapieformen verordnet wurden (Paravertebralanasthesie, manuelle Thera-
pie, Elektrotherapie). NSAR hingegen wurden unverhaltnismalig wenig verordnet.
Die Ergebnisse hierzu wurden in der Literatur kontrovers diskutiert [Ernst 2001;
Chrubasik et al. 2002c].

2.1.7 Nebenwirkungen

In den in Abschnitt 2.1.6 genannten klinischen Studien wurden insgesamt 520
Patienten mit Weidenrindenextrakt behandelt. Tabelle 1 zeigt die Anzahl der
aufgetretenen Nebenwirkungen in den Weidenrinden- und Vergleichsgruppen, wie
sie den Publikationen zu entnehmen sind. Es fallt auf, dass die Zahl der dokumen-
tierten Nebenwirkungen in Relation zur Zahl der Studienteilnehmer bei der stationar
durchgefuhrten Studie von Schmid et al. [2000] erheblich hoher lag als bei den
ambulanten Studien von Chrubasik et al. [2000; 2001a; 2001b], was auf eine unter-
schiedliche Erfassung der Nebenwirkungen schlie?en lasst. In allen Studien war die
Zahl der Nebenwirkungen unter Weidenrinde geringer als unter der Vergleichs-
therapie.
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Tabelle 1: Anzahl der Nebenwirkungen unter Weidenrindenbehandlung und unter Vergleichs-
therapie, in Klammern die Anzahl der Patienten unter der jeweiligen Therapie

Studie Nebef\wirk_ungen Nebenwirkungen Nebenwirkungen
Weidenrinde Vergleichstherapie gesamt
Schmid et al. [2000] 17 (39) 28 (39, Placebo) 45 (78)
Chrubasik et al. [2000] 3 (140) 6 (70, Placebo) 9 (210)
Chrubasik et al. [2001a] 9 (227) 10 (224, Verschiedenes) 19 (451)
Chrubasik et al. [2001b] 23 (114) 27 (114, Rofecoxib) 50 (228)
Gesamt 52 (520) 71 (447) 123 (967)

Gastrointestinale Reaktionen wurden insgesamt bei 4,2% der Patienten unter
Weidenrinde und bei 8,3% der Patienten unter Vergleichstherapie beobachtet. Die
Einnahme von Weidenrinde scheint demnach nicht mit einem erhohten Risiko
gastrointestinaler Nebenwirkungen verbunden zu sein. Hingegen zeichnet sich ein
verstarktes Auftreten von Hautreaktionen unter Weidenrinde ab (2,9% versus 1,1%
unter Vergleichstherapie). Alle aufgetretenen Hautreaktionen waren reversibel. Bei
1,3% der Studienpatienten unter Weidenrinde wurde die Studienmedikation wegen
einer allergischen Hautreaktion abgesetzt.

2.1.8 Zusammenfassende Beurteilung der bisherigen
Daten zur Weidenrinde

Weidenrindenpraparate sind in Deutschland auf Basis der Monographie der
Kommission E [1984] zur Behandlung rheumatischer Beschwerden, fieberhafter Er-
krankungen und Kopfschmerzen zugelassen. Mehrere randomisierte, klinische Stu-
dien deuten auf eine analgetische Wirksamkeit von standardisiertem Weidenrinden-
extrakt bei Arthrose [Schmid et al. 2000] und Ruckenschmerzen [Chrubasik et al.
2000; Chrubasik et al. 2001b] hin. Der Weidenrindenextrakt erwies sich in den
Studien als gut vertraglich. Es gibt keine Anhaltspunkte fur gastrointestinale Neben-
wirkungen unter der Einnahme von Weidenrindenextrakt, jedoch ist ein gewisses
allergisches Potenzial moglich. Hinweise auf eine analgetische Wirkung ergeben sich
auch in tierexperimentellen Untersuchungen [Glinko 1998], die jedoch aufgrund einer
fehlenden Dosisabhangigkeit des Effektes nur Uber eine eingeschrankte Aussage-
kraft verfugen. Unerforscht ist bislang, welche pharmakologischen Wirkmechanismen
der beobachteten Wirksamkeit von standardisiertem Weidenrindenextrakt zugrunde
liegen und welche Inhaltsstoffe fur die Wirkung mitverantwortlich sind. Pharmako-
kinetische Untersuchungen konnten zeigen, dass die im Weidenrindenextrakt ent-
haltenen Salicinverbindungen eine Wirksamkeit alleine nicht erklaren koénnen
[Schmid et al. 2001].
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2.2 Pharmakologische Angriffspunkte bei
Schmerz und Entzindung

2.2.1 Hemmung der Zyklooxygenase

Fast alle nicht-steroidalen Antirheumatika wirken Uber den erstmals 1971 von John
Vane [1971] beschriebenen Mechanismus der Zyklooxygenase-Hemmung. Die
Zyklooxygenase (Prostaglandin-G/H-Synthase) ist ein bifunktionelles, membran-
gebundenes Enzym. Sie Uberfuhrt die aus Membranphospholipiden freigesetzte
Arachidonsaure in zwei Reaktionsschritten in Prostaglandin Hz. Im ersten Reaktions-
schritt, der Zyklooxygenase-Reaktion, entsteht durch eine Bisoxygenierung
Prostaglandin G;, das in der sich anschlieBenden Peroxidase-Reaktion zu
Prostaglandin H; reduziert wird. Das instabile Prostaglandin Hy wird durch gewebs-
spezifische Isomerasen zu Prostaglandinen, Prostacyclin und Thromboxan (Prosta-
noide) umgesetzt. Die Prostanoide vermitteln ihre Wirkung durch die Aktivierung
spezifischer membranstandiger G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und ubernehmen
wichtige physiologische und pathophysiologische Funktionen. Nicht-steroidale Anti-
rheumatika hemmen nur die Zyklooxygenasefunktion der Prostaglandin-G/H-
Synthase, nicht aber die Peroxidasefunktion [FitzGerald et al. 2001].

2211 Zyklooxygenase-lsoformen

In den frihen 1990er Jahren wurde gezeigt, dass die Zyklooxygenase in zwei ver-
schiedenen Isoformen, COX-1 und COX-2, existiert [Fu et al. 1990; Xie et al. 1991].
Viele Erkenntnisse konnten in der Zwischenzeit iber COX-1 und COX-2 gewonnen
werden, jedoch sind hinsichtlich der physiologischen und pathophysiologischen
Funktionen und deren pharmakologischer Beeinflussung noch viele Fragen offen
[Hawkey 1999; Hinz et al. 2000a; Hinz et al. 2000b; FitzGerald et al. 2001; Funk
2001; Hinz et al. 2002; Leval et al. 2002]. Die Existenz einer COX-3 wurde erst kurz-
lich beschrieben [Chandrasekharan et al. 2002]. COX-1 und COX-2 werden von
verschiedenen Genen kodiert und weisen in ihrer Aminosauresequenz eine Homolo-
gie von ca. 60% auf. Weiterhin unterscheiden sich COX-1 und COX-2 hinsichtlich der
Regulation der Expression, der Gewebeverteilung und der Funktion. Die COX-1 wird
in den meisten Zelltypen konstitutiv exprimiert. Hohe Konzentrationen finden sich in
Magen, Niere, Thrombozyten und Gefallendothel. Durch COX-1 gebildete Prosta-
noide Ubernehmen eine Vielzahl physiologischer Funktionen und spielen eine
wichtige Rolle bei der Mukosaprotektion des Gastrointestinaltraktes, der Nieren-
durchblutung und der Thrombusbildung. Bei COX-2 handelt es sich um ein induzier-
bares Enzym, das im Zusammenhang mit Entzindungen und Gewebeschadigungen
gebildet wird. Die Induktion von COX-2 erfolgt durch verschiedene Stimuli (z.B. Lipo-
polysaccharide, Zytokine oder Wachstumsfaktoren) und wurde unter anderem fur
Makrophagen, Monozyten und Synoviozyten beschrieben. Die COX-2 wird als die
Isoform angesehen, die hauptsachlich fur die Bildung von entzindungsfordernden
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Prostanoiden verantwortlich ist. In manchen Geweben (z.B. Gehirn, Magen, Niere,
Gefalendothel) wird COX-2 jedoch auch konstitutiv exprimiert. Eine Beteiligung von
COX-2 an der Regulation der Nierendurchblutung, der Angiogenese und der Uterus-
kontraktion bei Wehen wird vermutet. Bei der erst klrzlich beschriebenen COX-3
handelt es sich um eine Splice-Variante der COX-1, die in der mRNA ein zusatzli-
ches Intron aufweist [Chandrasekharan et al. 2002]. COX-3 wurde in hohen
Konzentrationen in der Gro3hirnrinde und im Herz bestimmt. Wie COX-1 und COX-2
besitzt auch COX-3 Zyklooxygenase-Aktivitat. Die physiologischen Funktionen der
COX-3 sind noch weitgehend unerforscht. In vitro-Untersuchungen deuten auf eine
Hemmung der COX-3 durch analgetisch und antipyretisch wirksame Arzneimittel wie
Paracetamol hin [Chandrasekharan et al. 2002].

2.21.2 Bestimmung und Definition der COX-2-Selektivitat

Der Wirkmechanismus nicht-steroidaler Antirheumatika beruht auf einer Hemmung
der Zyklooxygenase und einer dadurch verringerten Prostaglandinsynthese. Dabei
hemmen die verschiedenen Substanzen die Isoenzyme in unterschiedlichem
Ausmall. Wahrend die klassischen NSAR in therapeutischer Dosierung sowohl
COX-1 als auch COX-2 hemmen, hemmen die sogenannten Coxibe Uberwiegend
COX-2 [FitzGerald et al. 2001]. In in vitro-Assays konnen NSAR hinsichtlich ihrer
Hemmwirkung auf COX-1 und COX-2 untersucht werden. Als Standardtestsystem
wird der humane Vollblutassay betrachtet [Brooks et al. 1999; Hinz et al. 2000a; Hinz
et al. 2000b; Hinz et al. 2002]. Die relative Potenz hinsichtlich der COX-1- und
COX-2-Hemmung wird uUblicherweise als [Cs-Wert angegeben; das ist die
Konzentration, die eine 50-prozentige Enzymhemmung bewirkt. Das Verhaltnis der
COX-1- zur COX-2-Hemmung wird als Quotient der ICso-Werte fur COX-1 und
COX-2 angegeben, wobei eine Zahl groRer als 1 eine starkere COX-2-Hemmung
anzeigt. Diese [Csp-Quotienten (COX-1/COX-2) variieren auch in vergleichbaren
Testsystemen (humaner Vollblutassay) betrachtlich (Tabelle 2). In der Literatur findet
sich keine Definition einer COX-2-Selektivitat auf der Grundlage des ICso-Quotienten.
Die Teilnehmer einer Konsensuskonferenz schlugen folgende Definition vor: Eine
Substanz ist dann COX-2-selektiv, wenn sie Uber den gesamten therapeutischen
Dosisbereich die COX-2, nicht aber die COX-1, hemmt [Brooks et al. 1999]. Dabei
wird empfohlen, die Hemmwirkungen auf COX-1 und COX-2 nach oraler Einnahme
der Substanzen durch gesunde Probanden ex vivo im humanen Vollblutassay zu
untersuchen. Damit tragt diese Definition der begrenzten Korrelation der in vitro-
Daten mit ex vivo-Daten Rechnung [Blain et al. 2002]. Am haufigsten wird die
gerinnungsinduzierte Thromboxan B,-Synthese (als Mal fur die COX-1-Aktivitat) und
die LPS-stimulierte PGE,-Synthese (als Mal} fur die COX-2-Aktivitat) im Vollblut der
Probanden bestimmt [Patrono et al. 1980; Patrignani et al. 1994; Brideau et al. 1996].
Zwei firmengesponsorte Studien berichteten fur Rofecoxib und Celecoxib eine
COX-2-selektive Hemmung, da selbst nach Verabreichung supratherapeutischer
Dosen (600 mg Celecoxib, 1000 mg Rofecoxib) keine Hemmwirkung auf die COX-1
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im Vollblutassay ex vivo nachweisbar war [Ehrich et al. 1999; Leese et al. 2000; Hinz
et al. 2002]. Eine firmenunabhangige Studie berichtete hingegen flr Celecoxib eine
moderate, aber signifikante Hemmung der COX-1-Aktivitdt nach oraler Einnahme
von 800 mg [McAdam et al. 1999; Hinz et al. 2002]. Meloxicam hemmte nach
Verabreichung therapeutischer Dosen COX-1 signifikant [Tegeder et al. 1999].

Tabelle 2: Verhaltnis der COX-1- zur COX-2-Hemmung (Quotient IC5¢ cox.1 und ICs¢ cox.2) fur
einige NSAR, bestimmt in vitro im humanen Vollblutassay (Literaturdaten). Eine Zahl gréRer als
1 kennzeichnet eine Substanz, die eine vergleichsweise starkere COX-2-Hemmung zeigt.

Indo- Ibu- Mel- Diclo- Cele- Rofe-

methacin profen oxicam fenac coxib coxib
Brideau et al. [1996] 0,35 <0,16 2,80
Patrignani et al. [1997] 1,90 0,50 11,16 18,90
Cryer et al. [1998] 0,57 0,6 26
Warner et al. [1999] 0,013 1,1 2,7 2,0 1,4 76,9
Chan et al. [1999] 0,4 2,0 3,0 6,6 35,5
Riendeau et al. [2001] 0,4 0,2 2,0 3,0 7,6 35

2.2.2 Hemmung der Zytokin-Freisetzung

Neben der Zyklooxygenase-Hemmung stellt die Hemmung der Freisetzung von
Zytokinen wie Tumornekrosefaktor a und Interleukin-13 einen wichtigen Ansatz bei
der Behandlung von Schmerz und Entzindung dar. Zytokine spielen bei der Patho-
genese vieler entzindlicher Erkrankungen eine wichtige Rolle, z.B. bei Rheumatoider
Arthritis [Lorenz et al. 1999; Dayer 2002], bei Sepsis [Bochud et al. 2003], bei
entzandlichen Darmerkrankungen [Rogler et al. 1998] oder atherosklerotischen Herz-
erkrankungen [Dinarello et al. 2001].

Zytokine sind Proteine (Molekulargewicht 7-60 kD), die von fast allen kernhaltigen
menschlichen Zellen gebildet werden. Uber autokrine, parakrine oder endokrine
Prozesse sind sie wesentlich an der Regulation von Entzindungs- und
Immunreaktionen beteiligt. Die meisten fur Zytokine codierenden Gene werden nur
nach Stimulation durch Noxen exprimiert [Dinarello 2000]. Hinsichtlich ihrer
biologischen Wirkung sind Zytokine pleiotrop (ein Zytokin hat mehrere verschiedene
Wirkungen) und redundant (verschiedene Zytokine haben gleiche Wirkungen). In
Bezug auf ihre Wirkung auf Entzindungsprozesse konnen Zytokine in
proinflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine unterteilt werden.
Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Interleukin-13 (IL-1B) zahlen zu den wichtigsten
proinflammatorischen Zytokinen [Asadullah et al. 1997]. Sie werden vor allem von
Monozyten und Makrophagen, aber auch von B-Zellen, aktivierten T-Zellen und
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Endothelzellen gebildet [Choy et al. 2001]. TNFa und IL-18 stimulieren die
Expression der Phospholipase A,, der COX-2, der induzierbaren NO-Synthase, von
endothelialen Adhasionsmolekilen und von Chemokinen. Dadurch steigern sie die
Bildung von Prostaglandin E, (PGE;), Platichen-aktivierendem Faktor (PAF),
Leukotrienen und Stickstoffmonoxid und férdern die Adhasion von Leukozyten an
das Gefalkendothel und deren Einwanderung in das entziindete Gewebe. In Bezug
auf Schmerz ist vor allem der Anstieg von PGE; entscheidend [Dinarello 2000].

In den letzten Jahren wurden mehrere Hemmstoffe von TNFa und IL-18 entwickelt
und zur Therapie chronisch-entziindlicher Erkrankungen zugelassen: das l6sliche
TNF-Rezeptorfusionsprotein Etanercept, die monoklonalen Antikérper gegen TNFa
Infliximab und Adalimumab und der rekombinante humane IL-1-Rezeptorantagonist
Anakinra. Diese ,biologischen® Hemmstoffe (englisch: biologicals) haben in
klinischen Studien ihre Wirksamkeit gezeigt [Pincus et al. 2002]. Auch altbekannte
antiinflammatorische Wirkstoffe greifen in das Zytokinnetzwerk ein: So hemmen
Glukokortikoide die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB, einem wesentlichen
intrazellularen Vermittler der Wirkung von z.B. TNFa und IL-1B. Ciclosporin hemmt
die Synthese wesentlicher T-Lymphozyten-Zytokine [Volk et al. 2000].

2.3 Rheumatoide Arthritis

2.3.1 Definition

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, unter Umstanden remittierend
oder schubweise verlaufende entzindliche, destruierende Gelenkerkrankung (Syno-
vialitis) mit moglichen Manifestationen aulierhalb des Bewegungsapparates.
Charakteristisch sind Schwellungen, Schmerzen, Bewegungseinschrankungen und
Deformierungen mehrerer peripherer Gelenke mit haufig symmetrischem Befall
[Deutsche Gesellschaft fur Rheumatologie 2000].

Die Diagnose der Rheumatoiden Arthritis beruht auf einer Kombination klinischer,
serologischer und radiologischer Merkmale. Allgemein anerkannt sind die Diagnose-
kriterien des American College of Rheumatology (friher American Rheumatism
Association, ARA) von 1987 [Arnett et al. 1988]. Dabei missen mindestens 4 der 7
Kriterien erfullt sein, und die Kriterien 1. bis 4. miussen fur mindestens 6 Wochen
bestanden haben:

Morgensteifigkeit von mindestens einer Stunde Dauer
Arthritis von drei oder mehr Gelenkregionen

Arthritis der Hand

Symmetrische Arthritis

Rheumaknoten (subkutane Knoten)

Rheumafaktor im Serum nachweisbar

Radiologische Veranderungen (Hand und Handgelenke)

NoakwDdh =
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2.3.2 Epidemiologie

Die Angaben epidemiologischer Studien zur Inzidenz der Rheumatoiden Arthritis
varileren betrachtlich und werden mit 26-75 Neuerkrankungen pro 100.000
Menschen pro Jahr angegeben [Gabriel 2001]. Die Pravalenz betragt 0,5 — 1% der
erwachsenen Bevolkerung, wobei Frauen etwa 2-3 mal haufiger betroffen sind als
Manner. Trotz umfangreicher Forschungsarbeiten ist die Atiologie der Rheumatoiden
Arthritis unbekannt. In epidemiologischen Studien wurden mehrere Risikofaktoren
berichtet [Sangha 2000; Symmons et al. 2000; Gabriel 2001]. Viele Daten sprechen
fur einen Zusammenhang zwischen bestimmten MHC-Klasse-II-Genprodukten (z.B.
HLA-DR4 und HLA-DR1) und Rheumatoider Arthritis [Jawaheer et al. 2002]. Die
These einer genetischen Pradisposition wird auch durch Untersuchungen an
Zwillingspaaren unterstutzt [Symmons et al. 2000]. Als weitere Risikofaktoren werden
Infektionen und Rauchen genannt. Ostrogenen wird haufig eine protektive Rolle in
der Atiologie der RA zugeschrieben, jedoch wird dieser Effekt kontrovers diskutiert
[Gabriel 2001]. RA-Patienten haben eine deutlich verkurzte Lebenserwartung. Nach
dem Beginn der RA verkurzt sich die verbleibende Lebenserwartung um ca. 15-20%
[Zink et al. 2001]. Die erhdhte Mortalitat lasst sich hauptsachlich auf
Organmanifestationen und Therapiekomplikationen zuruckfuhren [Zink et al. 2001].
Die dkonomischen Auswirkungen der Rheumatoiden Arthritis sind erheblich, sowonhl
durch direkte (Therapiekosten) als auch durch indirekte Kosten (langere Arbeits-
unfahigkeitszeiten und frihere Berentung im Vergleich zur Normalbevolkerung)
[Sangha 2000; Zink et al. 2001; Brauer et al. 2002].

2.3.3 Pathogenese

Pathophysiologisch liegt der RA eine chronische Entziindung der Synovialmembran
(Gelenkinnenhaut) zugrunde, die zu einer Proliferation dieses lockeren, zellreichen
Bindegewebes fuhrt. Diese flr die Rheumatoide Arthritis charakteristische entzln-
dete, proliferierende Synovialmembran nennt man Pannus. Der Pannus infiltriert
Knorpel und Knochenoberflachen und bewirkt erosive Veranderungen, die letztlich
zur Gelenkzerstorung fuhren [Schuna 2002]. An den entzundlichen und destruktiven
Prozessen sind T-Zellen, Zytokine wie TNFa und IL-1B8, Chemokine, Adhasions-
molekile und Matrix-Metalloproteinasen beteiligt, die alle im Pannus in hdheren
Konzentrationen nachweisbar sind [Lee et al. 2001]. Welche Faktoren die
Entzindung ausldsen, ist bislang unbekannt (vgl. Abschnitt 2.3.2). Das gehaufte
Vorkommen von CD4-T-Zellen im Pannus und der mdgliche Zusammenhang
zwischen RA und bestimmten MHC-II-Proteinen fuhrten zur Hypothese eines bisher
unbekannten auslésenden Antigens [Choy et al. 2001]. Die Beobachtung, dass Auto-
antikérper haufig bei RA auftreten, legt eine bedeutende Rolle von B-Lymphozyten
nahe [Jenkins et al. 2002]. Die bekanntesten Autoantikdrper, sogenannte Rheuma-
faktoren, richten sich gegen die Fc-Region von IgG-Immunglobulinen und sind bei
ca. 80% der RA-Patienten nachweisbar [Genth 1993; Mierau et al. 1998]. Sie sind
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weder spezifisch noch ursachlich fir die RA, sind jedoch haufig mit einem
aggressiveren Krankheitsverlauf verbunden [Schuna 2002].

2.3.4  Therapie

2.3.41 Therapierichtlinien

Ziel der RA-Behandlung ist es, die Gelenkzerstérung und den Funktionsverlust zu
verhindern oder zu verzdgern sowie Schmerzen zu lindern. Die therapeutischen
Mdglichkeiten umfassen eine medikamentdse Therapie mit Basistherapeutika,
Glukokortikoiden und nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR), physikalische
Therapien und chirurgische Eingriffe. Abbildung 2 zeigt schematisch die Therapie-
empfehlungen des American College of Rheumatology von 2002.

*Beginn einer Basistherapie innerhalb von 3 Monaten

*Evil. NSAR

*Evtl. lokale oder niedrig dosierte systemische Glukokortikoide
*Physikalische Therapie

{ »Unzureichender Therapieerfolg (fortbestehende Krankheitsaktivitat nach 3 Monaten) J

v

*Wechsel des Basistherapeutikums (Monotherapie)
*Oder Kombination mehrerer Basistherapeutika (Kombinationstherapie)

»Therapieversagen verschiedener Basistherapeutika
»QOder symptomatische und/oder strukturelle Gelenkschadigungen

v

*Operation

Abbildung 2: Therapieschema fiir die Behandlung der Rheumatoiden Arthritis, modifiziert
nach [American College of Rheumatology 2002]

Danach sollte eine Therapie mit Basistherapeutika innerhalb von drei Monaten nach
der Diagnosestellung initiiert werden. Den Basistherapeutika kommt in der Therapie
ein besonderer Stellenwert zu, da sie den Krankheitsfortschritt und die
Gelenkzerstorung aufhalten oder zumindest verlangsamen koénnen [Deutsche
Gesellschaft fur Rheumatologie 2000; American College of Rheumatology 2002].
Zusatzlich zur Basistherapie konnen Glukokortikoide und NSAR zur
Symptomlinderung (Reduktion von Entziindung und Schmerzen) in Betracht gezogen
werden. Dabei existieren bezuglich der Auswahl der NSAR keine allgemeinen
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Empfehlungen; sie orientiert sich an der individuellen Wirksamkeit und
Vertraglichkeit, der Wirkungsdauer (Halbwertszeit) und Kostenaspekten. Auch flr
den Einsatz selektiver COX-2-Inhibitoren sprechen die Fachgesellschaften keine
eindeutigen Empfehlungen aus, legen jedoch die Verwendung bei Patienten mit
einem erhdhten Risiko fir gastrointestinale Komplikationen nahe [Deutsche
Gesellschaft flir Rheumatologie 2001; American College of Rheumatology 2002]. Die
medikamentose Therapie kann durch physikalische Therapien erganzt werden. Im
Fall einer fortbestehenden Krankheitsaktivitat nach dreimonatiger Therapie sollte ein
anderes Basistherapeutikum ausgewahlt oder mehrere Basistherapeutika kombiniert
werden. Bei Patienten, die auf verschiedene Basistherapeutika nicht ansprechen
oder die unter sehr starken Schmerzen, Bewegungsverlusten oder
Funktionseinschrankungen leiden, konnen chirurgische MalRnahmen erwogen
werden.

2.3.4.2 Bestimmung der Krankheitsaktivitat in klinischen Studien

Zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat in klinischen Studien bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis existieren international anerkannte Zielkriterien [Felson et al.
1993; Boers et al. 1994]. Diese Zielkriterien wurden vom American College of
Rheumatology und der WHO/ILAR vorgeschlagen und werden von der FDA [1999]
und der EMEA [2002] fur klinische Arzneimittelstudien bei Rheumatoider Arthritis
empfohlen. Danach sollen folgende Zielkriterien verwendet werden:

1. Anzahl druckschmerzhafter Gelenke (68- oder 28-Joint-Count)

2. Anzahl geschwollener Gelenke (66- oder 28-Joint-Count)

3. Schmerzen (VAS oder Likert-Skala)

4. Gesamtbeurteilung der Krankheitsaktivitat durch den Patienten
(VAS oder Likert-Skala)

5. Gesamtbeurteilung der Krankheitsaktivitat durch den Arzt
(VAS oder Likert-Skala)

6. Korperliche Funktionsfahigkeit (Patientenfragebogen)

7. Akutphasereaktanten (BSG oder CRP)

Bei Studien mit Beobachtungszeitraum > 1 Jahr:

8. Rontgenaufnahmen der Gelenke

Als zusammengesetztes Zielkriterium zur Definition einer ,Verbesserung“ in
klinischen Studien bei RA-Patienten hat sich eine 20-prozentige Verbesserung in den
genannten Zielkriterien durchgesetzt (ACR-20-Response) [Felson et al. 1995]:
Mindestens 20% Verbesserung in 5 der Kriterien 1. - 7., davon 1. und 2. zwingend.
Die Bestimmung der ACR-20-Response unterscheidet mit hoher statistischer Power
zwischen wirksamen Therapien und Placebo und ermdglicht den Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Studien [Felson et al. 1998; Pincus et al. 1999].
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2.3.4.3 Wirksamkeit nicht-steroidaler Antirheumatika bei
Rheumatoider Arthritis

Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR) spielen bei der symptomatischen Behand-
lung der RA eine wichtige Rolle und werden in Deutschland von jedem zweiten RA-
Patienten angewendet [Zink et al. 2002]. In Deutschland ist das mit Abstand am
haufigsten verordnete nicht-steroidale Antirheumatikum Diclofenac, es folgen
Ibuprofen, Rofecoxib, Celecoxib, Indometacin und Piroxicam [Boger et al. 2003].

Tabelle 3: Ubersicht iiber klinische Studien mit nicht-steroidalen Antirheumatika bei
Rheumatoider Arthritis

Schmerz- Schmerz-
Studie Intervention Anzahl VAS (cm) verdanderung ACR-20-
Studiendauer Patienten Studienende im Vergleich Responder
- Baseline  zu Placebo
Emery et al. [1999] Celecoxib 200 mg 2xtgl. 326 0,66 keine Placebo- 25%
24 Wochen Diclofenac 75 mg 2xtgl. 329 0,86 Gruppe 22%
Simon et al. [1999] Celecoxib 100 mg 2xtgl. 240 1,69 0,76 40%
12 Wochen Celecoxib 200 mg 2xtgl. 235 2,07 1,14 44%
Celecoxib 400 mg 2xtgl. 217 1,81 0,88 39%
Naproxen 500 mg 2xtgl. 225 1,69 0,76 36%
Placebo 231 0,93 29%
Simon et al. [1998] Celecoxib 200 mg 2xtgl. 82 keine keine 51%
4 Wochen Celecoxib 400 mg 2xtgl. 82 Angaben Angaben 52%
Placebo 85 29%
Geusens et al. Rofecoxib 25 mg/Tag 306 keine 0,817 keine
[2002] Rofecoxib 50 mg/Tag 286 Angaben 1,067 Angaben
12 Wochen Naproxen 500 mg 2xtgl. 142 1,171
Placebo 289
Schnitzer et al. Rofecoxib 25 mg/Tag 171 2,4 0,7 48%
[1999] Rofecoxib 50 mg/Tag 161 2,5* 0,8 53%
8 Wochen Placebo 168 1,7¢ 35%
Bensen et al. Valdecoxib 10 mg/Tag 209 2,51% 1,52% 49%*
[2002] Valdecoxib 20 mg/Tag 212 2 28t 1,29% 48%*
12 Wochen Valdecoxib 40 mg/Tag 221 2,76% 1,77* 46%*
Naproxen 500 mg 2xtgl. 226 2,55+ 1,56% 44%*
Placebo 222 0,99* 32%*
Matsumoto et al. Etoricoxib 90 mg/Tag 323 2,727 1,581 58%
[2002] Naproxen 500 mg 2xtgl. 170 2,057 0,917 47%
12 Wochen Placebo 323 1,147 27%

* Werte aus graphischer Darstellung ermittelt
T zeitgewichtete durchschnittliche Veranderung vom Baseline-Wert Uber 12 Wochen
*ANCOVA, Priifzentrum und Baseline-Wert als Kovariablen
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Tabelle 3 gibt eine Ubersicht (iber klinische Studien mit NSAR bei Rheumatoider
Arthritis, die in ihrem Design den geltenden Empfehlungen (siehe Abschnitt 2.3.4.2)
entsprechen. Im Bereich der NSAR wurden in den letzten Jahren Uberwiegend
Studien mit COX-2-Hemmern veroffentlicht. Dabei zeigten alle untersuchten
Substanzen (Celecoxib, Rofecoxib, Valdecoxib und Etoricoxib) ihre Uberlegenheit
gegenuber Placebo in der Behandlung der Rheumatoiden Arthritis (Tabelle 3,
[Garner et al. 2002a; Garner et al. 2002b]). Mit Ausnahme von Etoricoxib [Matsumoto
et al. 2002] konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den neuen
Praparaten und Standardantirheumatika wie Diclofenac oder dem in den USA viel
verwendeten Naproxen nachgewiesen werden.

2.3.44 Nebenwirkungen nicht-steroidaler Antirheumatika

Die Anwendung nicht-steroidaler Antirheumatika (NSAR) ist bei einem nicht unerheb-
lichen Prozentsatz der Patienten mit gastrointestinalen Komplikationen verbunden,
die zu einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat flhren [Lichtenstein et al. 1995; Wolfe
et al. 1999]. Die Entdeckung der COX-2 (Abschnitt 2.2.1.1) fihrte zu der Hypothese
einer ausschliel3lich proinflammatorischen, induzierbaren COX-2-Isoform und einer
physiologischen, konstitutiven COX-1-Isoform. Die Hemmung der COX-1 wurde fur
eine Vielzahl der unerwinschten NSAR-Wirkungen (vor allem gastrointestinale
Ulzerationen und Blutungen) verantwortlich gemacht, wahrend die Unterdrickung
der COX-2-abhangigen Prostaglandinbildung als Basis der analgetischen, anti-
inflammatorischen und antipyretischen Wirkung angesehen wurde [Hinz et al.
2000b]. Dieses Konzept fuhrte zur Entwicklung der Coxibe, die eine starke Praferenz
fur COX-2 aufweisen (Abschnitt 2.2.1.2). Wahrend aussagekraftige Daten zur
Wirksamkeit von COX-2-Hemmern vorliegen (Abschnitt 2.3.4.3), besteht hinsichtlich
des Risikoprofils noch ein erheblicher Bedarf an klinischen Daten. Zwei grolde
randomisierte klinische Studien mit jeweils ca. 8000 Patienten untersuchten das
Auftreten gastrointestinaler Nebenwirkungen unter Rofecoxib (VIGOR-Studie)
[Bombardier et al. 2000] und Celecoxib (CLASS-Studie) [Silverstein et al. 2000]. Die
Daten der Rofecoxib-Studie ergaben weniger Ulzera und Ulkuskomplikationen unter
Rofecoxib im Vergleich zu Naproxen (relatives Risiko 0,5; 95%-C.l.: 0,3 bis 0,6;
mediane Beobachtungszeit: 9 Monate), allerdings scheint Naproxen mit einem
vergleichsweise hohen Risiko flr gastrointestinale Komplikationen verbunden zu sein
[Henry et al. 1996]. Schwere kardiovaskulare Ereignisse einschliel3lich Herzinfarkt
traten unter Rofecoxib haufiger auf als unter Naproxen (relatives Risiko 0,2;
95%-C.I.: 0,1 bis 0,7), was in der Literatur zu kontroversen Diskussionen Uber
kardiovaskulare Risiken bei COX-2-Hemmern fuhrte [Mukherjee et al. 2001; Strand
et al. 2002]. Die publizierten 6-Monats-Daten der CLASS-Studie berichteten
ebenfalls weniger Ulzera und Ulkuskomplikationen unter Celecoxib im Vergleich zu
Diclofenac und Ibuprofen [Silverstein et al. 2000]. Die vollstandigen Studiendaten mit
Behandlungsdauern zwischen 6 und 13 Monaten (verodffentlicht auf der FDA Website
[Witter 2000]) lieRen hingegen keinen signifikanten Vorteil von Celecoxib mehr
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erkennen [Hrachovec et al. 2001; Wright et al. 2001; Juni et al. 2002]. Eine grol3e
retrospektive Kohortenstudie untersuchte das Auftreten gastrointestinaler Blutungen
bei Patienten mit nicht-selektiven NSAR (n=5.391), Diclofenac plus Misoprostol
(n=5.087), Rofecoxib (n=14.583), Celecoxib (n=18.908) und Patienten ohne NSAR
(n=100.000) [Mamdani et al. 2002]. Die Beobachtungsdauer pro Patient betrug
durchschnittlich 140 Tage. Die statistische Auswertung der Daten ergab ein im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhdhtes Risiko gastrointestinaler Blutungen flr
Patienten mit nicht-selektiven NSAR (adjusted rate ratio 4,0; 95%-C.1.: 2,3 bis 6,9),
Diclofenac plus Misoprostol (3,0; 1,7 bis 5,6) und Rofecoxib (1,9; 1,3 bis 2,8), nicht
aber fur Patienten mit Celecoxib (1,0; 0,7 bis 1,6). Zusammengefasst machen die
dargestellten Ergebnisse deutlich, dass die Sicherheit der COX-2-Hemmer mit den
vorliegenden Daten nicht abschlieRend bewertet werden kann und dass das einfache
Konzept der ausschliellich physiologischen COX-1 und der ausschliefdlich
proinflammatorischen COX-2 wahrscheinlich nicht haltbar ist.

2.3.45 Phytopharmaka bei Rheumatoider Arthritis

Phytopharmaka spielen bei der Therapie der Rheumatoiden Arthritis eine sehr
geringe Rolle. Verschiedene Studien deuten auf eine gewisse Wirksamkeit von sehr
hohen Dosierungen Gammalinolenséure-haltiger pflanzlicher Ole aus Nachtkerzen-,
Boretsch- und Johannisbeersamen hin [Ernst et al. 2000; Little et al. 2001; Chrubasik
et al. 2002b]. Keines der genannten Ole ist in Deutschland zur Therapie der
Rheumatoiden Arthritis zugelassen.

Zwei randomisierte, kontrollierte klinische Studien [Tao et al. 1989; Tao et al. 2002]
zeigen eine Wirksamkeit eines Wurzelextraktes aus Tripterygium wilfordii bei
Patienten mit Rheumatoider Arthritis. Bei Tripterygium wilfordii handelt es sich um
eine sehr toxische Pflanze der traditionellen chinesischen Medizin aus der Familie
der Celastraceae (Spindelbaumgewachse). Die neuere Studie entspricht in ihrem
Design den geltenden Empfehlungen der internationalen Fachgesellschaften
(Abschnitt 2.3.4.2). 8 von 10 Patienten der hdher dosierten Gruppe (360 mg Extrakt
pro Tag), 4 von 10 Patienten der niedriger dosierten Gruppe (180 mg Extrakt pro
Tag) und keiner der 12 Placebo-Patienten erflllten die Kriterien fur eine ACR-20-
Response. Durchfall, Haarausfall und Ubelkeit waren haufig in den Verumgruppen.

Zu einem Harzextrakt von Boswellia serrata (H15%) liegt nur eine publizierte Studie
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis vor, die keinen messbaren Effekt berichtete
[Sander et al. 1998; Ammon 2002].

Eine Pilotstudie mit einem Wurzelextrakt aus Uncaria tomentosa (Katzenkralle, Fami-
lie Rubiaceae) bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis ergab in 8 von 9 Zielkriterien
keinen Unterschied zwischen der Verum- und der Placebogruppe [Mur et al. 2002].
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2.3.4.6 Moglicher Stellenwert von Weidenrindenextrakt in der
Behandlung der Rheumatoiden Arthritis

Etwa 50% aller Patienten mit Rheumatoider Arthritis sind, in der Regel erganzend zu
anderen TherapiemalRnahmen, auf nicht-steroidale Antirheumatika zur Linderung der
Krankheitssymptome angewiesen [Zink et al. 2002]. Die Dauertherapie mit NSAR ist
haufig mit Nebenwirkungen verbunden [Lichtenstein et al. 1995; Wolfe et al. 1999].
Weidenrindenextrakt zeigte in randomisierten, klinischen Studien bei Patienten mit
Arthrose [Schmid et al. 2000] und Ruckenschmerzen [Chrubasik et al. 2000;
Chrubasik et al. 2001b] eine Linderung der Schmerzen und war dabei gut vertraglich.
Weidenrindenextrakt konnte in der Behandlung der Rheumatoiden Arthritis anstelle
von NSAR eingesetzt werden, falls eine vergleichbare Reduktion von Schmerz und
Entzindung nachweisbar ware. Hierzu lagen zu Beginn dieser Arbeit keine Daten
vor. Analog zur Anwendung von NSAR bei Rheumatoider Arthritis konnte auch eine
mogliche Therapie mit Weidenrindenextrakt nur erganzend zu einer Basistherapie in
Betracht gezogen werden. In der Bevolkerung wird vielfach der Wunsch nach einer
Therapie mit pflanzlichen Arzneimitteln geaullert. Eine reprasentative Umfrage in
Deutschland ergab, dass fur den Anwendungsbereich ,Rheuma und Gliederschmer-
zen“ etwa die Halfte der befragten Personen pflanzliche Arzneimittel bevorzugen
[Brahl et al. 1997]. Ein pflanzliches Medikament mit guter Vertraglichkeit und nach-
gewiesener Wirksamkeit ware somit eine interessante Alternative zu NSAR in der
symptomatischen Behandlung der Rheumatoiden Arthritis.
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24 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit lagen mehrere klinische Studien sowie Berichte aus tier-
experimentellen Untersuchungen vor, die auf eine analgetische Wirksamkeit eines
standardisierten Weidenrindenextraktes hindeuten. Es war jedoch unklar, welche
pharmakologischen Wirkmechanismen der beobachteten analgetischen Wirksamkeit
zugrunde liegen. Auch war bislang nicht naher untersucht worden, ob Weidenrinden-
extrakt auch bei entziundlichen rheumatischen Erkrankungen wirksam ist.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten pharmakologische Untersuchungen zu
moglichen Wirkmechanismen des Weidenrindenextraktes durchgefuhrt werden. In
Anlehnung an den Wirkmechanismus der ublichen NSAR sollte insbesondere die
Hemmwirkung auf die Aktivitat der Enzyme Zyklooxygenase-1 und -2 sowie auf die
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor a und
Interleukin-13 untersucht werden. Durch die Verwendung von humanen Vollblut-
assays sollten die physiologischen Bedingungen maoglichst gut simuliert werden. In
vitro-Untersuchungen, in denen der Weidenrindenextrakt den Testsystemen in
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt wird, sollten durch ex vivo-Untersuchun-
gen, in denen die Wirkungen des Extraktes nach oraler Einnahme durch gesunde
Probanden gepruft werden, erganzt werden. Die ldentifizierung eines Wirkmecha-
nismus des Weidenrindenextraktes wurde die Mdglichkeit bieten, einzelne Inhalts-
stoffe zu isolieren und auf ihre Wirkung in dem entsprechenden Testsystem zu
untersuchen. Weiterhin kdonnte die Kenntnis eines Wirkmechanismus die positiven
Ergebnisse klinischer Studien auch pharmakologisch erklarbar machen.

Weidenrindenextrakt ist in Deutschland, basierend auf der Monographie der
Kommission E des fruheren Bundesgesundheitsamtes, zur Behandlung
rheumatischer Beschwerden zugelassen. Hinsichtlich der Wirksamkeit bei
Rheumatoider Arthritis lagen jedoch zu Beginn dieser Arbeit keine gesicherten klini-
schen Daten vor. Es sollte daher eine randomisierte, placebo-kontrollierte, doppel-
blinde Pilotstudie durchgefuhrt werden, um eine erste Einschatzung der Wirksamkeit
und Vertraglichkeit eines standardisierten Weidenrindenextraktes bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis zu erhalten. Die Pilotstudie sollte eine Aussage ermoglichen,
ob grof3ere klinische Studien in dieser Indikation erfolgversprechend sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungen zur Pharmakologie

3.1.1 Weidenrindenextrakt

Der in den pharmakologischen Untersuchungen eingesetzte Weidenrindenextrakt
wurde unter der Chargennummer 00120972 von der Firma Finzelberg in Andernach
bezogen. Es handelt sich um einen Trockenextrakt aus der Rinde von Salix
daphnoides aus deutschem Anbau, Auszugsmittel Ethanol 70 Vol.-%, Droge-Extrakt-
Verhaltnis 8-14:1. Die Extraktzubereitung besteht aus 97% nativem Extrakt und 3%
technischem Hilfsstoff (hochdisperses Siliciumdioxid). Der Extrakt wurde umfassend
analytisch charakterisiert [Biegert 2003]. Eine Analyse mittels Hochdruckflissig-
keitschromatographie ergab Salicin, Salicortin und das Phenolglykosid Picein als
Hauptbestandteile. Nach alkalischer Hydrolyse wurde der Gesamtsalicingehalt mit
15,0% bestimmt [Meier et al. 1985].

3.1.2 Chemikalien, Biochemikalien und Assay-Kits

Chemikalien wurden vorwiegend von den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma-
Aldrich (Steinheim) bezogen. Spezielle Chemikalien, Biochemikalien und Assay-Kits

sind nachfolgend aufgelistet:

Tabelle 4: Spezielle Chemikalien, Biochemikalien und Assay-Kits

Bezeichnung

Hersteller

Chemikalien und Biochemikalien
Calciumionophor A23187
Celecoxib

CremophorEL®

Histopaque® 1.077-L6sung

LPS (Escherichia coli 026:B6)
Macrophage-SFM-Medium®

Thromboxan-Synthase-Hemmstoff
[(E/Z)-7-Phenyl-1-(3-pyridyl)-6-heptensaure]

Trypanblau-Lésung 0,4%
Assay-Kits
Prostaglandin E, Correlate-EIA Kit

TNFa Enzyme Immunoassay Kit

IL-18 Enzyme Immunoassay Kit
Cell Proliferation Kit | (MTT)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Synthese nach Penning et al. [1997]
Fluka Chemie, Buchs
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Life Technologies, Eggenstein

Synthese nach Kato et al. [1985]
Sigma-Aldrich, Steinheim

Assay Desings, Ann Arbor, USA

Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich
Roche Diagnostics, Mannheim
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3.1.3 Loésungen

Tabelle 5: Losungen fiir den COX-1-Vollblutassay

DPBS-Puffer (Dulbecco's phosphate buffered saline)

KH,PO, 0,19

Na;HPO, 0,575¢

KCI 0,19

NaCl 4049

D-Glucose 0,59

Aqua bidest. ad 500,0 ml
CremophorEL®/Ethanol-Lésung (7 mg/ml CremophorEL® im Testansatz)

CremophorEL® 116,9 g

Ethanol 99% 50,0g
CremophorEL®/DPBS-Puffer

CremophorEL®/Ethanol-Lésung 1,0 ml

DPBS-Puffer ad 10,0 ml

Thromboxan-Synthase-Hemmstoff (TSH)-Lésung (1 uM im Testansatz)
TSH [E/Z-7-Phenyl-1-(3-pyridyl)-6-heptensaure] 1,4 mg
CremophorEL®/Ethanol-Lésung ad 5,0 ml
Diese 10 M Stammlésung wird mit DPBS-Puffer 1:10 verdiinnt.

Calciumionophor A23187-Ldsung (25 uM im Testansatz)
Calciumionophor A23187 2,5mg
Ethanol 99% ad 1,0 ml

Tabelle 6: Losungen fiir den COX-2-Vollblutassay

DPBS-Puffer (Dulbecco's phosphate buffered saline)
siehe Tabelle 5

CremophorEL®/Ethanol-Lésung (7 mg/ml CremophorEL® im Testansatz)
siehe Tabelle 5

Gentamicin/DPBS-Puffer

Gentamicinsulfat 12,5 mg

DPBS-Puffer ad 50,0 ml
CremophorEL®/Gentamicin/DPBS-Puffer

CremophorEL®/Ethanol-Lésung 1,0 ml

Gentamicin/DPBS-Puffer ad 10,0 mi
ASS-L6sung (10 pg/ml im Testansatz)

ASS 2,0 mg

Gentamicin/DPBS-Puffer ad 10,0 ml
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Fortsetzung von Tabelle 6: L6sungen fiir den COX-2-Vollblutassay

LPS-Lésung (10 pg/ml im Testansatz)
LPS (Escherichia coli 026:B6) 1,0 mg
Gentamicin/DPBS-Puffer ad 5,0 ml

Thromboxan-Synthase-Hemmstoff (TSH)-Lésung (1 uM im Testansatz)
TSH [E/Z-7-Phenyl-1-(3-pyridyl)-6-heptensaure] 1,4 mg
CremophorEL®/Ethanol-Lésung ad 5,0 ml
Diese 10 M Stammlésung wird mit Gentamicin/DPBS-Puffer 1:10 verdiinnt.

Tabelle 7: Losungen fiir den Zytokin-Vollblutassay

DPBS-Puffer (Dulbecco's phosphate buffered saline)
siehe Tabelle 5

CremophorEL®/Ethanol-Lésung (7 mg/ml CremophorEL® im Testansatz)
siehe Tabelle 5

Gentamicin/DPBS-Puffer
siehe Tabelle 6

CremophorEL®/Gentamicin/DPBS-Puffer
siehe Tabelle 6

LPS-Lésung (10 pg/ml im Testansatz)
LPS (Escherichia coli 026:B6) 1,0 mg
Gentamicin/DPBS-Puffer ad 10,0 ml

Tabelle 8: Losungen fiir die Trypanblau-Farbung zur Zytotoxizitiatsuntersuchung

DPBS-Puffer (Dulbecco's phosphate buffered saline)
siehe Tabelle 5

Isotonische Kochsalzlésung

NaCl 459

Aqua bidest. ad 500,0 ml
Gentamicin-L6sung

Gentamicinsulfat 5,0 mg

Isotonische Kochsalzlésung ad 1,0 ml
LPS-Lésung (1 pg/ml im Testansatz)

LPS (E. coli 026:B6) 2,5 mg

Macrophage-SFM-Medium® ad 50,0 ml

Diese Stammlésung wird mit Macrophage-SFM-Medium® 1:10 verdiinnt.
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3.1.4  In vitro-Untersuchungen

3.1.4.1 Blutproben

Vendses Blut wurde bei drei gesunden, weiblichen Spendern mit deren Einverstand-
nis entnommen. Die Spender wiesen keine entzindlichen Erkrankungen auf und
hatten in den 7 Tagen vor der Blutabnahme keine Schmerzmittel oder NSAR einge-
nommen. Die Blutproben wurden in Heparin-Ammonium-Monovetten (Sarstedt,
Numbrecht) fir die COX-1- und COX-2-Assays (27 ml pro Spender) und in Kalium-
EDTA-Monovetten (Sarstedt, Niumbrecht) fur die Zytokin-Assays (9 ml pro Spender)
entnommen. Die ersten 3 ml jeder Blutabnahme wurden verworfen, um eine unspe-
zifische Zellaktivierung durch Scherkrafte oder Gerinnungsprozesse zu verhindern.
Die Blutabnahmen erfolgten in der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums
Tudbingen. Unmittelbar nach der Blutabnahme wurden die Monovetten ins Pharma-
zeutische Institut der Universitat Tubingen gebracht und bis zur Verwendung im
Assay bei 37°C / 350 rpm auf dem Schuttler gelagert.

3.1.4.2 Testsubstanzen

Folgende Testsubstanzen wurden in den in vitro-Vollblutassays eingesetzt: Weiden-
rindenextrakt (COX-1-, COX-2- und Zytokin-Assay), Diclofenac (COX-1-Assay),
Celecoxib (COX-2-Assay) und Dexamethason (Zytokin-Assay).

Wegen der schweren Ldslichkeit des Weidenrindenextraktes wurden die Test-
substanzen zunéchst in CremophorEL®/Ethanol-Lésung (CremophorEL® ist ein poly-
ethoxyliertes Ricinusdlderivat) geldost und anschlieend 1:10 mit DPBS-Puffer
(COX-1-Assay) bzw. Gentamicin/DPBS-Puffer (COX-2- und Zytokin-Assay) verdunnt.
Der Zusatz von Gentamicin im COX-2- und Zytokin-Assay wurde vorgenommen, um
eine bakterielle Verkeimung wahrend der mehrstindigen Inkubationszeit zu
verhindern. In allen Testsystemen wurden die Testlésungen 1:10 verdinnt, das
heilt, die Ausgangskonzentrationen in den Testlésungen waren 10-fach hoher als
die Konzentrationen im Testansatz. Alle Testldsungen enthielten 10%
CremophorEL®/Ethanol, entsprechend 0,7% CremophorEL® und 0,3% Ethanol im
Testansatz. Folgende Hemmstoffkonzentrationen wurden im Testansatz untersucht:
Weidenrindenextrakt 1000, 300, 100, 30 und 10 pg/ml, Diclofenac 10 bis 10 mol/l,
Celecoxib 10 bis 107 mol/l, Dexamethason 10 bis 10 mol/l.

Die Testldsungen wurden folgendermalden hergestellt:

Weidenrindenextrakt:

e 100 mg Weidenrindenextrakt wurden in 1 ml CremophorEL®/EthanoI—Lbsung
gelést und mit DPBS-Puffer bzw. Gentamicin/DPBS-Puffer ad 10 ml aufgefullt
(Stammlésung 10.000 pg/ml, entsprechend 1000 ug/ml im Testansatz).
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30 mg Weidenrindenextrakt wurden in 1 ml CremophorEL®/Ethanol-Lésung geldst
und mit DPBS-Puffer bzw. Gentamicin/DPBS-Puffer ad 10 ml aufgefullt (Stamm-
l6sung 3000 pg/ml, entsprechend 300 pg/ml im Testansatz).

Die Stammlésung 10.000 pg/ml wurde zur Herstellung der Konzentrationen
1000 pg/ml (100 pg/ml im Testansatz) und 100 ug/ml (10 pg/ml im Testansatz)
zwei mal 1:10 mit CremophorEL®/DPBS-Puffer bzw. CremophorEL®/Gentamicin/-
DPBS-Puffer verdinnt.

Die Stammlésung 3000 ug/ml wurde zur Herstellung der Konzentration 300 pg/mi
(30 pg/ml im Testansatz) 1:10 mit CremophorEL®/DPBS-Puffer bzw.
CremophorEL®/Gentamicin/DPBS-Puffer verdiinnt.

Diclofenac

3,2 mg Diclofenac wurden in 1 ml CremophorEL®/Ethanol-Lésung geldst und 1:10
mit DPBS-Puffer verdiinnt (10° M Stammlésung).

Zur Herstellung der Konzentrationen 10™ bis 107 mol/l (entspricht 10° bis 10®
mol/l im Testansatz) wurde die Stammldsung vier mal 1:10 mit CremophorEL®/-
DPBS-Puffer verdunnt.

Celecoxib

3,8 mg Celecoxib wurden in 1 ml CremophorEL®/Ethanol-Lésung geldst und 1:10
mit Gentamicin/DPBS-Puffer verdinnt (10° M Stammlésung).

Zur Herstellung der Konzentrationen 10 bis 10° mol/l (entspricht 10®° bis 107
mol/l im Testansatz) wurde die Stammlésung drei mal 1:10 mit CremophorEL®/-
Gentamicin/DPBS-Puffer verdunnt.

Dexamethason

3,9 mg Dexamethason wurden in 1 ml CremophorEL®/Ethanol-Lésung geldst und
1:10 mit Gentamicin/DPBS-Puffer verdiinnt (10° M Stammldsung).

Zur Herstellung der Konzentrationen 10 bis 10® mol/l (entspricht 10 bis 10
mol/l im Testansatz) wurde die Stammldsung fiinf mal 1:10 mit CremophorEL®/-
Gentamicin/DPBS-Puffer verdinnt.

3.1.4.3 Methodik des Cox-1-Vollblutassays

Die von Laufer et al. [1997] beschriebene Methode zur Bestimmung der Hemmung
der COX-1-Aktivitat wurde zur Anwendung im Vollblut modifiziert. Abbildung 3 zeigt
schematisch die Versuchsdurchfihrung. Basalwerte sind Proben ohne Hemmstoff
und ohne Stimulans (Calciumionophor A23187), Stimulationswerte sind Proben ohne
Hemmstoff, aber mit Stimulans (maximale Aktivitat).
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450 pl Vollblut

+

5 ul TSH-Lésung

+

50 pl Testlésung 50 ul CremophorEL®/DPBS-Puffer
(Weidenrindenextrakt bzw. fur Basalwerte und
bzw. Diclofenac) Stimulationskontrollen

Caps von Hand vorsichtig schwenken

+ 15 Minuten Préinkubation bei 37°C im Schiittelwasserbad

2,5 ul Ca-lonophor-Ldsung
in die Caps mit Testverbindungen/ bzw.
Stimulationskontrollen

2,5 ul DPBS-Puffer
in die Caps flr die Basalwerte

Caps von Hand vorsichtig schwenken

1 Minute Inkubation bei 37°C im Schiittelwasserbad
Reaktionsabbruch auf Eis, 10 Minuten auf Eis
Abzentrifugieren 1000 x g/ 4°C/ 15 min

Uberstand einfrieren bei —20 °C

Abbildung 3: Methodik des COX-1-Vollblutassays

450 pl Heparin-Ammonium-Blut wurden in 2,0 ml Eppendorf Safe-Lock-Caps
(Polypropylen) pipettiert. Um die Bildung von Thromboxanen zu unterdricken,
wurden 5 uyl Thromboxan-Synthase-Hemmstoff-Losung (TSH-LOsung) zugegeben.
Nach Zugabe von 50 pl Testlosung (Weidenrindenextrakt oder Diclofenac in
verschiedenen Konzentrationen) bzw. CremophorEL®/DPBS-Puffer wurden die
Proben fir 15 Minuten im Schittelwasserbad bei 37°C prainkubiert. Anschlie3end
wurde die PGE»-Bildung durch Zugabe von 2,5 ul Calciumionophor A23187-Lésung
stimuliert, und die Proben wurden fir weitere 60 Sekunden im Schuttelwasserbad bei
37°C inkubiert. In die Caps zur Bestimmung der Basalwerte wurde DPBS-Puffer
anstelle von Calciumionophor-Lésung zugegeben. Die PGE,-Bildung wurde beendet,
indem die Proben in ein Eis-Wasserbad gestellt wurden. Nach 10 Minuten im Eis-
Wasserbad wurden die Proben zentrifugiert (1000 x g / 4°C / 15 min) und
anschlie3end die Zellen verworfen und die Probenuberstande bei —20°C eingefroren.
Die Quantifizierung des PGE, (Doppelbestimmungen) erfolgte mittels eines ELISA
entsprechend der Herstellervorschrift (Prostaglandin E, Correlate-EIA Kit, Assay
Designs, Ann Arbor, USA).

3.1.44 Methodik des Cox-2-Vollblutassays

Die von Laufer et al. [1999] beschriebene Methode zur Bestimmung der Hemmung
der COX-2-Aktivitat wurde zur Anwendung im Vollblut modifiziert. Abbildung 4 zeigt
schematisch die Versuchsdurchfihrung.
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800 ul Vollblut

+

10 ul TSH-L6sung

+  Cap-Sténder vorsichtig schiitteln

50 ul ASS-Ldsung

+  Cap-Sténder vorsichtig schiitteln

100 pl Testlosung 100 ul CremophorEL®/Gentamicin/
(Weidenrindenextrakt bzw. DPBS-Puffer fiir Basalwerte und
bzw. Celecoxib) Stimulationskontrollen

+ Caps von Hand vorsichtig schwenken
15 Minuten Préinkubation bei 37°C/ 5% CO,

50 ul LPS-L&sung
in die Caps mit Testverbindungen/ bzw.
Stimulationskontrollen

50 ul Gentamicin/DPBS-Puffer
in die Caps fur die Basalwerte

Caps von Hand vorsichtig schwenken
+ 5 Stunden Inkubation bei 37°C / 5% CO,
Reaktionsabbruch auf Eis

1000 pl eiskalter DPBS-Puffer

10 Minuten auf Eis
Abzentrifugieren 1000 x g/ 4°C/ 15 min
Uberstand einfrieren bei —20 °C

Abbildung 4: Methodik des COX-2-Vollblutassays

800 ul Heparin-Ammonium-Blut wurden in 2,0 ml Eppendorf Safe-Lock-Caps
(Polypropylen) pipettiert. Um die Aktivitat der Thromboxan-Synthase und der COX-1
zu hemmen, wurden 10 pyl TSH-Lésung und 50 pl ASS-Lésung zugegeben. Nach
Zugabe von 100 ul Testlésung (Weidenrindenextrakt oder Celecoxib in
verschiedenen Konzentrationen) bzw. CremophorEL®/Gentamicin/DPBS-Puffer
wurden die Proben fur 15 Minuten bei 37°C / 5% CO; prainkubiert. Anschliel3end
wurde die PGE,-Bildung durch Zugabe von 50 pl LPS-Lésung stimuliert, und die
Proben wurden fur 5 Stunden bei 37°C / 5% CO; inkubiert. In die Caps zur
Bestimmung der Basalwerte wurde Gentamicin/DPBS-Puffer anstelle von LPS-
Ldsung zugegeben. Die PGE,-Bildung wurde durch Zugabe von 1000 pl eiskaltem
DPBS-Puffer beendet, und die Proben wurden 10 Minuten in einem Eis-Wasserbad
gelagert. Nach der Zentrifugation (1000 x g / 4°C / 15 min) wurden die Zellen
verworfen und die Probenuberstande bei —20°C eingefroren. Die Quantifizierung des
PGE, (Doppelbestimmungen) erfolgte mittels eines ELISA entsprechend der
Herstellervorschrift (Prostaglandin E, Correlate-EIA Kit, Assay Designs, Ann Arbor,
USA).
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3.1.4.5 Methodik des Zytokin-Vollblutassays

Die Hemmung der Freisetzung von TNFa und IL-18 wurde nach der von Laufer et al.
[2002b] beschriebenen Methode bestimmt. Abbildung 5 zeigt schematisch die
Versuchsdurchfihrung.

400 pl Vollblut
+
50 ul Testlésung 50 ul CremophorEL®/Gentamicin/
(Weidenrindenextrakt bzw. DPBS-Puffer fiir Basalwerte und
bzw. Dexamethason) Stimulationskontrollen

Caps von Hand vorsichtig schwenken

T 15 Minuten Préinkubation bei 37°C / 5% CO,

50 pl LPS-L&sung
in die Caps mit Testverbindungen/ bzw.
Stimulationskontrollen

50 ul Gentamicin/DPBS-Puffer
in die Caps fir die Basalwerte

Caps von Hand vorsichtig schwenken
+ 4 Stunden Inkubation bei 37°C / 5% CO,
Reaktionsabbruch auf Eis

500 pl eiskalter DPBS-P uffer

10 Minuten auf Eis
Abzentrifugieren 1000 x g/ 4°C/ 15 min
Uberstand einfrieren bei —20 °C

Abbildung 5: Methodik des Zytokin-Vollblutassays

400 I Kalium-EDTA-Blut wurden in 2,0 ml Eppendorf Safe-Lock-Caps
(Polypropylen) pipettiert. Nach Zugabe von 50 pl Testlésung (Weidenrindenextrakt
oder Dexamethason in verschiedenen Konzentrationen) bzw. CremophorEL®/
Gentamicin/DPBS-Puffer wurden die Proben flr 15 Minuten bei 37°C / 5% CO;
prainkubiert. Anschlieend wurde die Zytokin-Freisetzung durch Zugabe von 50 ul
LPS-Lésung stimuliert, und die Proben wurden fiur 4 Stunden bei 37°C / 5% CO,
inkubiert. In die Caps zur Bestimmung der Basalwerte wurde Gentamicin/DPBS-
Puffer anstelle von LPS-Losung zugegeben. Die Zytokin-Freisetzung wurde durch
Zugabe von 500 pl eiskaltem DPBS-Puffer beendet, und die Proben wurden 10
Minuten in einem Eis-Wasserbad gelagert. Nach der Zentrifugation (1000 x g / 4°C /
15 min) wurden die Zellen verworfen und die Probenulberstande bei —20°C eingefro-
ren. Die Quantifizierung von TNFa und IL-1B (Doppelbestimmungen) erfolgte mittels
ELISAs entsprechend den Herstellervorschriften (TNFa Enzyme Immunoassay Kit
und IL-1B Enzyme Immunoassay Kit, Immunotech, Marseille, Frankreich).
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3.1.4.6 Auswertung

Fir jede Hemmstoffkonzentration wurde ein Versuchsansatz angelegt, zur
Bestimmung der Basalwerte (Proben ohne Hemmstoff und ohne Stimulans) und
Stimulationskontrollen (Proben ohne Hemmstoff, aber mit Stimulans) wurden
mehrere Versuchsansatze angelegt. In den ELISA-Assays wurden die Konzentratio-
nen an PGE;, TNFa und IL-1B fur jeden Ansatz doppelt bestimmt und auf die im
Vollblutassay eingesetzten Volumina an Vollblut umgerechnet. Die gemittelten
Basalwerte wurden von den jeweiligen stimulierten Werten abgezogen. Die Hemm-
wirkung der Testsubstanzen wird als prozentuale Hemmung der PGE»-Bildung
(COX-1- und COX-2-Assays) bzw. der TNFa- und IL-1B-Freisetzung (Zytokin-Assay)
bezogen auf den Mittelwert der Stimulationskontrollen angegeben. ICso-Werte
wurden rechnerisch bestimmt und entsprechen in der graphischen Darstellung
(prozentuale Hemmung im linearen Malistab gegen Hemmstoffkonzentration im
logarithmischen Malstab) der Hemmstoffkonzentration bei 50% Hemmung. Alle
Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

3.1.5 Untersuchungen zur Zytotoxizitat

3.1.51 MTT-Assay

Messprinzip

Der Assay basiert auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] zu  violettem, kristallinem
Formazan durch metabolisch aktive, lebensfahige Zellen (Abbildung 6). Diese
zellulare Reaktion bendtigt die Pyridin-Nukleotid-Kofaktoren NADH und NADPH. Die
Formazan-Kristalle werden durch Zugabe eines Losemediums solubilisiert, und die
Farbintensitat der Lésung wird in einem ELISA-Reader bei 560 nm vermessen. Die
Absorptionswerte verhalten sich proportional zur mitochondrialen Aktivitat der Zellen.

Abbildung 6: Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes MTT zu violettem Formazan
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Blutproben
Je 20 ml Kalium-EDTA-BIlut wurde von zwei Spendern aus der Blutspendezentrale
des Universitatsklinikums TUbingen erhalten.

Testsubstanzen

Weidenrindenextrakt wurde in DMSO geldst. Folgende Extraktkonzentrationen
wurden im MTT-Assay untersucht: 1000, 300, 100, 30 und 10 pg/ml. Die DMSO-
Konzentration im Testansatz betrug 1%.

Methodik

Mononukleare Zellen wurden aus humanem Kalium-EDTA-Blut isoliert, wie bei
Laufer et al. [2002a] beschrieben. Die Zellzahl wurde auf 2,5 x 10° Zellen pro ml
eingestellt. 99 ul Zellsuspension wurden mit 1 pl Testsubstanzverdinnung bzw.
DMSO (Maximal-Aktivitatsproben) versetzt (3 Ansatze pro Konzentration) und bei
37°C | 5% CO; fur 15 min prainkubiert. Anschliefend wurden 10 pyl MTT-Lésung
(Cell Proliferation Kit |, Roche Diagnostics, Mannheim) zugegeben und 4 Stunden bei
37°C | 5% CO; inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl Lésemedium (Cell Proliferation
Kit I, Roche Diagnostics, Mannheim) wurde fur 18 Stunden bei 37°C / 5% CO,
inkubiert. Die Probenabsorption wurde photometrisch im ELISA-Reader bei 560 nm
bestimmt.

Auswertung

Aus den Absorptionswerten der Dreifachbestimmungen wurde der Mittelwert
gebildet. Die Aktivitat der Zellen nach Inkubation mit Weidenrindenextrakt wird als
prozentuale Absorption der Testsubstanzproben bezogen auf den gemittelten
Absorptionswert der Proben ohne Testsubstanz (maximale Aktivitat) angegeben.

3.1.5.2 Trypanblau-Farbung

Messprinzip

Bei der Trypanblau-Farbung wird die Lebensfahigkeit der Zellen Uber eine intakte
Zellmembran definiert. Die Zellen werden mit Trypanblau angefarbt, wobei nur Zellen
mit intakter Zellmembran den Farbstoff ausschlie3en.

Blutproben
Je 20 ml Kalium-EDTA-BIlut wurde von zwei Spendern aus der Blutspendezentrale
des Universitatsklinikums TUbingen erhalten.

Testsubstanzen

Weidenrindenextrakt wurde in DMSO geldst. Folgende Extraktkonzentrationen
wurden untersucht: 1000 pug/ml, 300 pg/ml und 100 pug/ml. Die DMSO-Konzentration
im Testansatz betrug 1%.
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Methodik

Mononukleare Zellen wurden aus humanem Kalium-EDTA-Blut isoliert, wie bei
Laufer et al. [2002a] beschrieben. Die Zellzahl wurde auf 1 x 10° Zellen pro ml
eingestellt. 390 pl Zellsuspension wurden mit 5 pl Gentamicin-Lésung und 5 pl
Testsubstanzverdlinnung bzw. DMSO versetzt (3 Ansatze pro Konzentration) und bei
37°C / 5% CO; fur 15 min prainkubiert. Die Zellen wurden mit 100 yl LPS-L6sung
stimuliert und flr 4 Stunden bei 37°C / 5% CO, inkubiert. Anschliel’iend wurde
zentrifugiert (400 x g / 20°C / 10 min), und 350 ml des Uberstandes verworfen. 25
der resuspendierten Zellsuspension wurden zu 225 ul Trypanblaulésung 0,4%
hinzugeflgt. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit
Hilfe eines Hamozytometers (Abbildung 7) ausgezahlt.

, |
i' il il i
Abbildung 7: Bestimmung der Zelltoxizitat durch Auszahlen von Zellen mit einem Hamo-

zytometer. Ein Quadrant ist hervorgehoben. [Roche Molecular Biochemicals, Apoptosis
and Cell Proliferation, 2" revised edition]

Auswertung

Im Sichtfeld des Hamozytometers wurden pro Probe die Zellen in zwei mal 16
Quadranten ausgezahlt (Abbildung 7). Tote Zellen (Zellen mit defekter Zellmembran)
sind blau angefarbt, lebensfahige Zellen (Zellen mit intakter Zellmembran) sind
farblos. Der Prozentsatz der lebensfahigen Zellen wurde berechnet.
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3.1.6 Exvivo-Untersuchungen: Probandenstudie

3.1.6.1 Prufpraparate

Weidenrindenextrakt

Ein Weidenrindendragee enthalt 393,24 mg des selben Weidenrindenextraktes, der
auch in den in vitro-Untersuchungen eingesetzt wurde (vgl. Abschnitt 3.1.1). Der
Gesamtsalicingehalt pro Dragee betragt 60 mg. Weitere Bestandteile sind Saccha-
rose, Talkum, Calciumcarbonat (E 170), Maisstarke, mikrokristalline Cellulose, hoch-
disperses Siliciumdioxid, Gummi arabicum, Titandioxid (E 171), Lactose Monohydrat,
weilker Ton, Magnesiumstearat, Farbstoff E 124, Schellack, Montanglycolwachs,
Macrogol 6000, Glucosesirup und Glycerol. Die Weidenrindendragees wurden unter
Verwendung des Extraktes der Firma Finzelberg (Andernach) von der Firma
Robugen GmbH in Esslingen hergestellt.

Diclofenac

Als Diclofenac-Praparat wurde Voltaren® Resinat (Novartis Pharma, Nirnberg)
eingesetzt. Eine Kapsel enthalt 140 mg Diclofenac-Colestyramin (entsprechend
75 mg Diclofenac-Natrium).

3.1.6.2 Design und Ablauf der Probandenstudie

Abbildung 8 zeigt schematisch das Design der Studie ,Untersuchungen zur
Pharmakologie eines standardisierten Weidenrindenextraktes — offene, nicht-
kontrollierte Probandenstudie“. Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultat des Universitatsklinikums Tudbingen genehmigt und dem
Regierungsprasidium Tubingen und dem BfArM angezeigt (Vorlagenummer des
BfArM: 4018906). Im Rahmen des Jahresvertrages der Universitat Tubingen wurde
fur die Studienteilnehmer eine Versicherung bei der Inter Allgemeine Versicherungs
AG, KolIn, abgeschlossen.

Drei mannliche Probanden im Alter von 26 bis 28 Jahren gaben ihr schriftliches
Einverstandnis und nahmen an der Studie teil. Bei der Eingangsuntersuchung am
Tag -2 bzw. —1 wurden die Probanden von der Prufarztin als gesund befunden
(Routine-Laborwerte, Elektrokardiogramm und korperliche Untersuchung ohne
Befund). Die Probanden hatten innerhalb von 7 Tagen vor Studienbeginn keine nicht-
steroidalen Antirheumatika, Glukokortikoide oder synthetische oder pflanzliche
Schmerzmittel eingenommen. Wahrend der Studie wurden keine Begleitmedika-
mente eingenommen. An Tag 0 nahmen die Probanden nichtern (nach nachtlichem
Fasten) eine Einzeldosis Diclofenac (2 Kapseln Voltaren® Resinat entsprechend
150 mg Diclofenac-Natrium) oral ein. 2 Stunden spater wurde ein standardisiertes
Frihstlick, 4 Stunden spater ein standardisiertes Mittagessen eingenommen.
Unmittelbar vor (t=0 h) sowie 1, 2, 4, 8 und 24 Stunden nach der Medikations-



3.1 Untersuchungen zur Pharmakologie 35

einnahme wurde Blut vendés entnommen (9 ml Heparin-Ammonium-Blut, 2,7 ml
Kalium-EDTA-Blut pro Blutabnahme). Die ersten 3 ml jeder Blutabnahme wurden
verworfen, um eine unspezifische Zellaktivierung durch Scherkrafte oder
Gerinnungsprozesse zu verhindern. Die Blutabnahmen erfolgten in der
Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Tubingen. Unmittelbar nach der
Blutabnahme wurden die Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht) ins Pharmazeutische
Institut der Universitat Tubingen gebracht und bis zur Verwendung im Assay bei
37°C / 350 rpm auf dem Schiittler gelagert. Nach einer 7-tagigen Auswaschphase
nach der Einnahme von Diclofenac nahmen die Probanden an Tag 7 eine
Einzeldosis Weidenrindenextrakt (4 Dragees entsprechend 240 mg Salicin) oral ein.
Die Einnahme der Mahlzeiten sowie die Zeitpunkte der Blutentnahmen und die
Handhabung der Blutproben erfolgten wie oben fur Diclofenac beschrieben. An Tag 8
wurde zusatzlich zu der Blutentnahme fur den 24-Stunden-Wert Blut fur die
abschliefende Bestimmung von Laborsicherheitsparametern entnommen.

Einzeldosis Einzeldosis
Diclofenac Weidenrinde
150 mg entspr. 240 mg Salicin
l 7 Tage Auswaschphase l
| | fommmmmm oo | —
Tag —2/-1 TagO0 Tag1 Tag7 Tag8
Blutentnahme: Blutentnahme: Blutentnahme: Blutentnahme: Blutentnahme:
Labor- t=0h t=24h t=0h t=24h
sicherheits- t=1h t=1h Labor-
parameter t=2h t=2h sicherheits-
t=4h t=4h parameter
t=8h t=8h
~
Profil nach Profil nach
Diclofenac- Weidenrinde-
Einzeld osis Einzeldosis

Abbildung 8: Design der pharmakologischen Probandenstudie
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3.1.6.3 Methodik der ex vivo-Vollblutassays

Die Hemmung der COX-1 (Calciumionophor A23187-stimulierte PGE»-Bildung), der
COX-2 (LPS-stimulierte PGE,-Bildung) und der Freisetzung von TNFa und IL-1B
(LPS-Stimulation) wurde mit den unter Abschnitt 3.1.4.3, 3.1.4.4 und 3.14.5
beschriebenen Methoden flr die in vitro-Assays bestimmt. Anstelle der Testldsungen
wurden reine Pufferldsungen zugefligt. Die Pufferldésungen (DPBS-Puffer im COX-1-
Assay bzw. Gentamicin/DPBS-Puffer im COX-2- und im Zytokin-Assay) wurden ohne
den Zusatz von CremophorEL® verwendet, da ohne den Zusatz von Testsubstanzen
auf die 16sungsvermitteinden Eigenschaften des CremophorEL® verzichtet werden
konnte. Es wurden wiederum Proben mit und ohne Stimulans (Calciumionophor
A23187 bzw. LPS) angesetzt.

3.1.6.4 Auswertung

Pro Proband, Messzeitpunkt und Assay wurden drei Versuchsansatze angelegt
(2 stimulierte Ansatze, 1 nicht-stimulierter Ansatz). In den ELISA-Assays wurden die
Konzentrationen an PGE,, TNFa und IL-13 fir jeden Ansatz doppelt bestimmt und
auf die im Vollblutassay eingesetzten Volumina an Vollblut umgerechnet. Die
gemittelten Konzentrationen an PGE,, TNFa und IL-1B in nicht-stimulierten Proben
wurden von den jeweiligen stimulierten Werten abgezogen. Somit resultierten pro
Proband, Messzeitpunkt und Assay 4 Werte (stimulierte Werte abzuglich Mittelwert
der unstimulierten Werte), die gemittelt wurden. Fur jeden Probanden wurde fur
jeden Messzeitpunkt die prozentuale Konzentration an PGE;, TNFa und IL-1p
bezogen auf die Konzentration zum Zeitpunkt t=0 h (vor der Medikationseinnahme)
berechnet. Alle Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Alle
statistischen Wahrscheinlichkeiten basieren auf gepaarten t-Tests (n=3). Ein p-Wert
unter 0,05 wird als statistisch signifikant betrachtet.
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3.2 Klinische Studie

3.2.1  Studienprotokoll

3.21.1  Studienziel

Es soll durch eine randomisierte, placebo-kontrollierte, doppelblinde Pilotstudie bei
ambulanten Patienten gepruft werden, ob es sich bei standardisiertem Weidenrin-
denextrakt um ein wirksames und vertragliches Medikament zur analgetischen
und/oder antiinflammatorischen Behandlung der Rheumatoiden Arthritis handelt. Die
Studie hat explorativen Charakter und soll eine Einschatzung ermdglichen, ob die
Planung von Folgestudien in dieser Indikation gerechtfertigt ist.

3.21.2 Studiendesign

Es handelt sich um eine randomisierte, kontrollierte, multizentrische Doppelblind-
studie bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis, bei der ein Weidenrindenextrakt
(entsprechend 240 mg Salicin pro Tag) nach einer Auswaschphase von 4 bis 10
Tagen uber 6 Wochen im Parallelgruppenvergleich gegen Placebo gepruft wird.

Mit den ,Core Sets” des American College of Rheumatology (ACR) [Felson et al.
1993] und der Weltgesundheitsorganisation (WHO) / International League of
Associations for Rheumatology (ILAR) [Boers et al. 1994] existieren internationale
Empfehlungen zu Zielparametern fur klinische Studien bei Rheumatoider Arthritis, die
in dieser Studie zur Anwendung kommen.

90 Patienten sollen randomisiert werden und auf Basis der Intention-to-treat-
Population ausgewertet werden. Eine zusatzliche Auswertung erfolgt auf Basis der
Per-protocol-Population.

Phase: Auswaschphase  Prifmedikationsphase
| | | >

Gruppe: Weidenrinde 1 1 1
= =

_ | | | >

Placebo I | |
Tag Nr.:  (-4)-(-10) 0 14 28 42
Visite: 1 2 3 4 5

Abbildung 9: Schematischer Studienablauf
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Begriindung des Studiendesigns

In dieser Pilotstudie wird erstmalig die Wirksamkeit eines standardisierten Weiden-
rindenextraktes bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis untersucht. Um eine Aus-
sage Uber die Wirksamkeit treffen zu konnen, wurde eine Placebogruppe als
Kontrollgruppe ausgewahlt. Die Einnahme von NSAR oder Analgetika ist wahrend
der Studie ausgeschlossen. Auf eine Rescue-Medikation (ein vorgegebenes
Schmerzmittel, das bei ungenugender Schmerzlinderung zusatzlich eingenommen
werden darf) wurde verzichtet, um Unterschiede zwischen wirksamer und unwirk-
samer Therapie deutlicher erkennen zu kdonnen. Die Patienten werden ausdrucklich
darauf hingewiesen, dass sie im Falle einer unzureichenden Schmerzlinderung die
Studie abbrechen kdnnen.

Die Dosierung des Prufmedikamentes (zweimal taglich 2 Dragees, entsprechend 240
mg Salicin pro Tag) entspricht den Empfehlungen des Herstellers und den Empfeh-
lungen der European Scientific Cooperative on Phytotherapy [1997].

Die Dauer der Prufphase von 6 Wochen entspricht den Empfehlungen der
WHO/ILAR [Brooks 1994] und den ,Guidelines for the clinical evaluation of anti-
inflammatory and antirheumatic drugs® der amerikanischen Gesundheitsbehdrde
FDA [1977, revised 1988] fur Kklinische Pilotstudien mit nicht-steroidalen
Antirheumatika. In einer neueren Guideline empfiehlt die FDA [1999] zum Nachweis
einer Symptomlinderung bei Rheumatoider Arthritis eine Studiendauer von
mindestens 3 Monaten. In Anbetracht des explorativen Studiendesigns wurde fur
diese Pilotstudie eine Studiendauer von 6 Wochen zum prinzipiellen Nachweis einer
Wirksamkeit fur ausreichend erachtet.

3.2.1.3 Patientenkollektiv

Folgende Ein- und Ausschlusskriterien werden definiert:

Einschlusskriterien
e Mannliche und weibliche Patienten tber 18 Jahre
¢ Nach den ACR-Kriterien verifizierte Rheumatoide Arthritis [Arnett et al. 1988]
(vgl. Abschnitt 2.3.1)
o Alter bei Krankheitsbeginn: mindestens 16 Jahre
e Funktionsstadium I, Il oder Ill der ACR-Klassifikation [Hochberg et al. 1992]
e Unterschriebene Einverstandniserklarung des Patienten
e Patienten, die 7 Tage vor Studienbeginn keine NSAR oder Analgetika eingenom-
men haben, mussen bereits bei der Screening-Visite (Visite 1) eine gewisse
Krankheitsaktivitat aufweisen; hierzu muss mindestens 1 der folgenden 3 Krite-
rien erfullt sein:
mindestens 4 druckschmerzhafte Gelenke
mindestens 2 geschwollene Gelenke
Morgensteifigkeit von mindestens 45 Minuten Dauer bis zur maximalen
Besserung
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Fir Patienten, die in dem Zeitraum 7 Tage vor Studienbeginn NSAR oder
Analgetika eingenommen haben, entfallt dieses Kriterium.
Aktives Krankheitsbild nach der Auswaschphase; hierzu missen bei der Visite 2
(Randomisierung) mindestens 2 der folgenden 4 Kriterien erfullt sein:
mindestens 6 druckschmerzhafte Gelenke
mindestens 3 geschwollene Gelenke
Morgensteifigkeit von mindestens 45 Minuten Dauer bis zur maximalen
Besserung
BSG mindestens 28 mm (Laborwert der Visite 1)

Ausschlusskriterien
Allgemeine Ausschlusskriterien

Teilnahme an einer klinischen Prufung in den letzten 30 Tagen

Unzureichende Kenntnis der deutschen Sprache, um die Patientenfragebdgen
zur korperlichen Funktionsfahigkeit (HAQ) und zur Lebensqualitat (SF-36) aus-
fullen zu kdnnen

Schwangerschaft oder Stillzeit (Befragung durch den Arzt und Schwangerschafts-
test bei der Visite 1)

Anamnestische Ausschlusskriterien

Die folgenden Ausschlusskriterien werden durch die Befragung des Patienten durch
den Prufarzt Gberpruift:

Bekannte Allergie gegen Salicylate oder Weidenrindenpraparate

Asthma bronchiale und spastische Bronchitiden (entweder Anfall in den letzten 5
Jahren oder medikamentdse Dauertherapie)

Aktuelle gastrointestinale Ulcera

Aktuelle onkologische Erkrankungen

Herzinsuffizienz NYHA-Stadium IV

Herzinsuffizienz NYHA-Stadium lll, die noch nicht seit mindestens 3 Monaten
konstant therapiert ist

Ungeklarte Blutbildungsstérungen

Alkoholabusus

Laborwerte
Malgeblich sind die bei der Visite 1 ermittelten Laborwerte:

Kreatinin-Clearance unter 30 ml/min, berechnet nach der Cockcroft-Formel
[Cockcroft et al. 1976]

Folgende Enzymkonzentrationen:

Serum-GOT uber 35 U/I; Serum-GPT uber 35 U/l; Serum-Gamma-GT utber 50 U/
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Nicht zulassige Begleittherapien

Ermittlung durch Befragung durch den Prifarzt:

e Behandlung mit Antikoagulantien wie Phenprocoumon (Marcumar®)

e Behandlung mit Acetylsalicylsaure zur Thrombozytenaggregationshemmung in
Dosierungen uber 100 mg / Tag

e Behandlung mit oralen Glukokortikoiden in einer Dosis Uber 7,5 mg Prednisolon-
aquivalent pro Tag oder Dosisanderung innerhalb eines Monats vor Studien-
beginn

e Intraartikulare, intramuskulére oder intravendse Glukokortikoidinjektionen inner-
halb eines Monats vor Studienbeginn

e Behandlung mit Azathioprin, Chloroquin, Hydroxychloroquin, Ciclosporin, Gold,
Leflunomid, Methotrexat, Penicillamin und Sulfasalazin Gber weniger als 6 Monate
vor Studienbeginn oder Dosisanderung in den letzten 3 Monaten vor Studien-
beginn

e Behandlung mit Etanercept, Infliximab oder Cyclophosphamid

e Chirurgische Synovektomie, chemische oder radiologische Synoviorthese in
einem grofRen Gelenk in den letzten 3 Monaten

¢ Analgetika / NSAR sind wahrend der Studie nicht erlaubt und missen vor Beginn
der Auswaschphase abgesetzt werden.

Protokollverletzung wahrend der Auswaschphase

Patienten, die wahrend der Auswaschphase bezuglich ihrer Begleittherapie gegen
das Studienprotokoll verstolzen, werden von der endgultigen Aufnahme in die Studie
ausgeschlossen.

Nach Uberpriifung der sofort erfassbaren Ein- und Ausschlusskriterien erfolgt bei der
Screening-Visite (Visite 1) die vorlaufige Aufnahme in die Studie und der Beginn der
Auswaschphase. Die endgultige Aufnahme in die Studie und die Randomisierung
erfolgen bei der Visite 2 (Tag 0), sofern die Laborwerte und die Aktivitat des Krank-
heitsbildes den Ein- und Ausschlusskriterien genligen und sofern wahrend der Aus-
waschphase nicht gegen Protokollbestimmungen bezuglich der Begleittherapie ver-
stolRen wurde.

3.21.4 Prufzentren

Prifzentren sind die Medizinische Universitatsklinik in Tubingen, die Filderklinik in
Filderstadt, eine niedergelassene rheumatologische Praxis in Stuttgart und eine
niedergelassene rheumatologische Praxis in Heidelberg. Patienten, die sich fir eine
Studienteilnahme interessieren, kdnnen nach telefonischer Anmeldung direkt in eines
der vier Prufzentren kommen und ihre Eignung fir eine Studienteilnahme tberprifen
lassen. Zusétzlich sind niedergelassene Arzte an der Patientenrekrutierung beteiligt,
indem sie nach Uberpriifung der wesentlichen Ein- und Ausschlusskriterien
(,Vorscreening®) Patienten fur eine Studienteilnahme an die Prifzentren weiterleiten.
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3.2.1.5 Behandlungen

Mit Beginn der vorlaufigen Aufnahme in die Studie setzt der Patient alle zuvor einge-
nommenen Analgetika und NSAR ab.

Wahrend der Auswaschphase nimmt der Patient morgens und abends je zwei
Placebodragees eine halbe Stunde vor dem Essen unzerkaut mit Flissigkeit ein.

Die Dauer der Auswaschphase wird in Abhangigkeit von der NSAR-Vormedikation
festgelegt. Sie betragt fur Patienten, die mit langwirksamen NSAR (Eliminations-
halbwertszeit > 20 Stunden, z.B. Piroxicam, Tenoxicam) vorbehandelt wurden,
mindestens 7 Tage, fur alle anderen Patienten mindestens 4 Tage. Bei allen
Patienten kann die Auswaschphase bei Terminschwierigkeiten bis auf maximal 10
Tage ausgedehnt werden.

Wahrend der Prufphase nimmt der Patient morgens und abends je zwei Dragees
Weidenrindenextrakt (entsprechend 240 mg Gesamtsalicin pro Tag) oder Placebo
eine halbe Stunde vor dem Essen unzerkaut mit Fllssigkeit ein.

Die Visiten 2, 3, 4 und 5 finden an den Tagen 0, 14 £ 3, 28 + 3 und 42 + 3 statt,
wobei der nachfolgende Termin hdéchstens 18 Tage nach dem vorhergehenden
Termin stattfinden darf. Falls moglich, sollten die Termine exakt an den Tagen 14, 28
und 42 stattfinden.

Die Studienmedikation wurde unter Verantwortung der Firma Robugen GmbH,
Esslingen, fir diese Studie hergestellt und nach vollstandiger analytischer und
mikrobiologischer Untersuchung im Oktober 2000 freigegeben. Sie besteht aus:

e Placebo fur die Auswaschphase, grine Dragees; Ch.B.: 070181

e Placebo fur die Prifphase, rote Dragees; Ch.B.:07019

e Weidenrindenextrakt fur die Prufphase, rote Dragees; Ch.B.: 08023

Die Weidenrindendragees enthalten neben Hilfsstoffen 393,24 mg Weidenrinden-
trockenextrakt, entsprechend 60 mg Gesamtsalicin, pro Dragee. Bei dem Weiden-
rindenextrakt handelt es sich um die selbe Charge, die auch bei den pharmakologi-
schen Untersuchungen eingesetzt wurde (FUr eine Beschreibung des Extraktes vgl.
Abschnitt 3.1.1). Die Placebodragees enthalten anstelle des Weidenrindenextraktes
mehr Saccharose, Maisstarke und mikrokristalline Cellulose. Zusatzlich wurden den
Drageekernen der Placebodragees Farbstoffe zugesetzt, um sie farblich den
Drageekernen der Weidenrindendragees anzupassen. Die Dragees der Prifphase
(Weidenrindenextrakt und Placebo) sind hinsichtlich Aussehen, Geruch und
Geschmack identisch.

Fir jede Randomnummer wurden 3 Polyethylenkruken mit je 72 Dragees in einer
Faltschachtel verpackt. Die Verpackung und Etikettierung der Studienmedikation
wurde vom Hersteller anhand der Randomisierungsliste vorgenommen. Die Falt-
schachteln und Kruken sind gemal den Vorschriften des Arzneimittelgesetzes (§10,
Absatz 10) beschriftet und mit der jeweiligen Randomnummer versehen.
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Wahrend der Studiendurchfihrung wird die Stabilitdt der Studienmedikation mehr-
fach durch den Hersteller Uberprift.

3.2.1.6 Randomisierung

Die Randomisierungsliste wurde vom Hersteller der Studienmedikation unter Ver-
wendung des Computerprogramms Rancode® der Firma IDV, Miinchen, generiert.
Dabei wurde die Priufmedikation (Weidenrindenextrakt oder Placebo) zufallig den
Randomnummern zugeordnet. Es wurde in 4er-Blocken randomisiert. Die Prifzent-
ren werden stets blockweise mit Studienmedikation versorgt. Folgende Random-
nummern werden fur das jeweilige Prifzentrum reserviert: 400-447, Tubingen; 448-
499, Stuttgart; 500-547, Filderstadt, 548-599, Heidelberg. Die Randomisierung der
Patienten erfolgt durch den Prifarzt bei der Visite 2 am Tag 0. Den Patienten wird
stets die nachstniedrige Randomnummer zugeteilt.

3.2.1.7 Verblindung

Alle an der Studiendurchfiihrung beteiligten Arzte, Patienten und weitere Personen
sind hinsichtlich der Zuteilung der Patienten zu den Behandlungsgruppen verblindet.
Der Prifarzt erhalt zusammen mit der Studienmedikation flr jede Randomnummer
ein versiegeltes Notfallkuvert, das die Therapiezugehorigkeit der entsprechenden
Randomnummer beinhaltet. Sollte er es in einer Notfallsituation fir notwendig er-
achten, die Gruppenzugehdrigkeit eines bestimmten Patienten zu erfahren, hat er die
Mdglichkeit, das jeweilige Notfallkuvert zu 6ffnen. Zeitpunkt und Grinde des Entblin-
dens mussen im Patientenordner festgehalten und der Leiterin der klinischen
Prifung und dem wissenschaftlichen Leiter innerhalb von 48 Stunden mitgeteilt
werden. Ein zweiter Satz Notfallkuverts wird beim wissenschaftlichen Leiter verwahrt.
Alle Notfallkuverts werden regelmallig bei den Monitorbesuchen auf ihre Unversehrt-
heit Uberpruft. Die Randomisierungsliste wird unter Verschluss beim Hersteller sowie
durch einen unabhangigen Dritten am Institut fur Medizinische Informationsverarbei-
tung des Universitatsklinikums Tubingen aufbewahrt.

Die Gewabhrleistung der Verblindung wird fur jeden Patienten Uberprift. Bei der Ab-
schlussvisite werden Arzt und Patient befragt, ob sie zu wissen glauben, mit
welchem Prufpraparat (Weidenrindenextrakt oder Placebo) der Patient behandelt
wurde.

3.2.1.8 Begleittherapien

Analgetika oder NSAR sind als Begleitmedikation ausgeschlossen (wahrend der
Auswaschphase und wahrend der Prifphase). Die Einnahme von Acetylsalicylsaure
zur Thrombozytenaggregationshemmung in Dosierungen Uber 100 mg pro Tag ist
ein Ausschlusskriterium.
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Die Einnahme der Basistherapeutika Azathioprin, Chloroquin, Hydroxychloroquin,
Ciclosporin, Gold, Leflunomid, Methotrexat, Penicillamin und Sulfasalazin wahrend
der Studie ist erlaubt, sofern

e sie Uber mindestens 6 Monate eingenommen wurden

e UND die Dosis wahrend drei Monaten vor Studienbeginn nicht verandert wurde

e UND die Dosis wahrend der Studie konstant bleibt

Patienten, die mit Etanercept, Infliximab oder Cyclophosphamid behandelt werden,
werden von der Teilnahme ausgeschlossen (vgl. Abschnitt 3.2.1.3).

Die Einnahme oraler Glukokortikoide wahrend der Studie ist erlaubt, sofern

e die Dosis 7,5 mg Prednisolonaquivalent pro Tag nicht Ubersteigt

e UND die Dosis innerhalb eines Monats vor Studienbeginn nicht verandert wurde
e UND die Dosis wahrend der Studie konstant bleibt

Parenterale Glukokortikoide (intraartikular, intramuskular oder intravends) sind
innerhalb eines Monats vor Studienbeginn und wahrend der Studie nicht erlaubt.

In den drei Monaten vor Studienbeginn und wahrend der Studie durfen in keinem
Gelenk eine chirurgische Synovektomie oder eine chemische oder radiologische
Synoviorthese vorgenommen werden.

Die Weiterfihrung physikalischer Therapien ist erlaubt, sofern Art und Haufigkeit
der Behandlungen wahrend der Studie annahernd konstant bleiben.

Es wird zu Beginn der Studie dokumentiert, ob der Patient regelmafig oder gele-
gentlich Rheumasalben anwendet. Er wird aufgefordert, die Anwendungen in Art
und Haufigkeit konstant zu halten.

Die Einnahme von naturheilkundlichen oder homoéopathischen Arzneimitteln ist
erlaubt, sofern die Anwendung wahrend der Studie annahernd konstant bleibt.

3.2.1.9 Compliance

Die Einnahme der Studienmedikation wird durch Dokumentation im Patiententage-
buch sowie durch Zahlung der vom Patienten zuruckgebrachten Dragees durch den
Prifarzt und den Monitor Gberprtift.
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3.2.1.10 Zielparameter

Hauptzielparameter

e Absolute Veranderung der Selbsteinschatzung der Schmerzintensitat durch den
Patienten auf einer 10 cm-VAS von Visite 2 (Tag 0) zu Visite 5 (Tag 42)

Nebenzielparameter

e Veranderung der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke (28-Joint-Count)

e Veranderung der Anzahl geschwollener Gelenke (28-Joint-Count)

e Veranderung der korperlichen Funktionsfahigkeit, bestimmt durch den Health
Assessment Questionnaire (HAQ) Disability Index

e Veranderung der Intensitat der Morgensteifigkeit (10 cm-VAS)

o Gesamtbeurteilung des Therapieerfolges durch den Patienten (10 cm-VAS)

o Gesamtbeurteilung des Therapieerfolges durch den Arzt (10 cm-VAS)

e Veranderung der Lebensqualitat, bestimmt durch den SF-36-Index

e Veranderung der Akutphasereaktanten BSG und CRP

¢ Anzahl der ACR-20-Responder

e Daten zu Sicherheit und Vertraglichkeit

Messverfahren

Schmerz-VAS

Der Patient bewertet die Intensitat seiner Gelenkschmerzen mit Hilfe einer 10 cm
langen visuellen Analogskala (VAS) mit den Extremwerten 0 cm: ,keine Schmerzen®
und 10 cm: ,extreme Schmerzen®.

keine | | extreme
Schmerzen | 1 Schmerzen

28-Joint-Count

Bei dem 28-Joint-Count [Fuchs et al. 1989] werden folgende Gelenke vom Prufarzt
auf Druckschmerzhaftigkeit und Schwellung untersucht: Schultern, Ellenbogen,
Handgelenke, Metacarpophalangeal (MCP)-Gelenke, Proximale Interphalangeal
(PIP)-Gelenke, Knie. Das Ergebnis ist fur jedes Gelenk dichotom, das heift, entwe-
der druckschmerzhaft oder nicht druckschmerzhaft bzw. geschwollen oder nicht ge-
schwollen. Es wird die Anzahl der druckschmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenke
ermittelt.

Health Assessment Questionnaire (HAQ)

Der ,Disability Index“ des HAQ ist ein Fragebogen, der vom Patienten ausgefullt wird
und seine Fahigkeiten untersucht, alltagliche Tatigkeiten auszuuben. Im folgenden
wird die Bezeichnung HAQ synonym mit dem ,HAQ Disability Index“ verwendet. Der
Fragebogen wird in der validierten deutschen Ubersetzung von Lautenschlager et al.
[1997] verwendet.
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Morgensteifigkeit

Der Patient bewertet die Intensitat seiner morgendlichen Gelenksteifigkeit mit Hilfe
einer 10 cm langen visuellen Analogskala (VAS) mit den Extremwerten 0 cm: ,keine
Steifigkeit” und 10 cm: ,extreme Steifigkeit".

keine | | extreme
Steifigkeit | 1 Steifigkeit

Gesamturteil Patient bzw. Arzt

Die Gesamtbeurteilung des Therapieerfolges wird von Patient und Arzt unabhangig
auf einer 10 cm langen VAS vorgenommen. Die maximale Verbesserung betragt
+5 cm, die maximale Verschlechterung —5 cm.

viel | | Viel
besser | 1 schlechter

SF-36

Der Patient bewertet seine Lebensqualitat mit Hilfe des SF-36-Fragebogens (Zeit-
fenster 1 Woche), von dem eine deutsche Ubersetzung in validierter Form vorliegt
[Bullinger 1995].

BSG und CRP

Die Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit der ersten Stunde wird nach
Westergren durch den Prufarzt bzw. durch Klinikpersonal bestimmt. Die Bestimmung
des C-reaktiven Proteins erfolgt durch die Laboratorien der Prifzentren.

Anzahl der ACR-20-Responder

Es wird die Anzahl der Patienten bestimmt, die die Kriterien fur eine ACR-20-

Response (Visite 2 — Visite 5) erflllen [Felson et al. 1995]:

e mindestens 20% Verbesserung in der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke

e UND mindestens 20% Verbesserung in der Anzahl geschwollener Gelenke

e UND mindestens 20% Verbesserung in mindestens 3 der folgenden 5 Kriterien:
o Schmerzbeurteilung durch den Patienten (VAS)

HAQ

Gesamtbeurteilung des Therapieerfolges durch den Patienten

Gesamtbeurteilung des Therapieerfolges durch den Arzt

BSG

(@)

(@)

O

Daten zur Sicherheit und Vertraglichkeit

Eine Beurteilung der Sicherheit und Vertraglichkeit der Therapie erfolgt auf Basis von
Labordaten und aufgetretenen Unerwlnschten Ereignissen. Sicherheitslabor-
parameter werden bei den Visiten 1 und 5 durch die hausinternen bzw. kooperieren-
den Laboratorien der beteiligten Prifzentren ermittelt. Die erhobenen Laborwerte
entsprechen den Empfehlungen der Deutschen Pharmakologischen Gesellschaft
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[1979] zur Durchfihrung klinisch-chemischer Untersuchungen bei der Prifung von
Arzneimitteln. Unerwtiinschte Ereignisse werden im Patiententagebuch festgehalten
und zusatzlich bei jedem Besuch im Prufzentrum erfragt.

Weiterhin wird der Patient bei der Abschlussvisite um eine Beurteilung der Vertrag-
lichkeit des Prifmedikaments anhand einer 10 cm-VAS mit den Extremwerten 0 cm:
,sehr gut® und 10 cm: ,sehr schlecht® gebeten.

3.2.1.11 Studienablauf

Tabelle 9 fasst den Ablauf der Studie zusammen und listet fur jede Visite auf, welche
Punkte vorgenommen bzw. welche Parameter erfasst werden sollen.

Tabelle 9: Ablaufdiagramm

Visite 1 y;site 2 Visite 3 Visite 4 V1St 2
Tag(X) 1,50 Tag14 Tag2s 1294%
X=4-10 Abbruch*
Diagnose nach ACR X
Einverstandniserklarung X
Ein- und Ausschlusskriterien X X
Demographie und Anamnese X
Tagebuch-Ausgabe X
Placebo-Ausgabe X
Randomisierung X
Ausgabe der Prifmedikation X X X
Tagebuch-Kontrolle X X X X
Compliance X X X X
Ermittlung der Begleitmedikation X X X X X
Unerwiinschte Ereignisse X X X X
Laboruntersuchungen X X
Schmerz-VAS X X X X X
28-Joint-Count X X X X X
HAQ X X X X
Morgensteifigkeit X X X X X
Gesamturteil Patient X X X
Gesamturteil Arzt X
SF-36 X X
BSG, CRP X X X

*Abbruchvisite: Visite 5 sollte auch dann durchgefiihrt werden, wenn der Patient vorzeitig die Studie

beendet.
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3.2.1.12 Fallzahlabschatzung

Die bendétigte Patientenzahl wird auf der Grundlage des Hauptzielkriteriums

(Veranderung der Schmerzselbsteinschatzung auf einer 10 cm langen VAS) berech-

net und bezieht sich auf die Intention-to-treat-Population.

Dabei gehen folgende Variablen in die Berechnung ein:

e Das Signifikanzniveau a wird auf 5% festgesetzt (zweiseitig).

e Der B-Fehler wird auf 20% festgesetzt, woraus sich eine Power von 80% ergibt.

¢ Die minimale klinisch relevante Differenz & (Angabe in cm auf der VAS) zwischen
Verum- und Placebogruppe wird mit 1,5 cm angenommen [Bellamy 1993].

e Die Standardabweichung (SD) der Schmerz-VAS-Werte wird mit 2,54 cm ange-
nommen, entsprechend der durchschnittichen Standardabweichung in ausge-
wahlten Studien mit NSAR bei Rheumatoider Arthritis.

Die bendtigte Fallzahl pro Behandlungsgruppe n berechnet sich nach folgender
Formel:

n=M/DS?
mit M (a = 0,05 und 3 = 0,2, zweiseitig) = 15,7 und DS =&/ SD

Somit ergibt sich eine minimale Fallzahl von 45 Patienten pro Gruppe.

3.2.1.13 Statistische Verfahren

Studienhypothesen

Nullhypothese

Bei der Behandlung von Patienten mit Rheumatoider Arthritis besteht hinsichtlich der
Wirksamkeit, gemessen mit einer Schmerz-VAS, kein Unterschied zwischen Weiden-
rindenextrakt und Placebo.

Alternativhypothese
Die Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes unterscheidet sich von der Wirksamkeit
von Placebo bei der Behandlung von Patienten mit Rheumatoider Arthritis.

Definition der Patientenpopulationen

Gescreente Patienten

Als gescreent gelten alle Patienten, die in die Patientenliste des Prifarztordners auf-
genommen wurden.

Intention-to-treat-Population (behandelte Patienten)

Die Intention-to-treat-Population orientiert sich so eng wie maoglich am Intention-to-
treat-Prinzip. Sie besteht aus allen randomisierten Patienten, die mindestens eine
Dosis Prufmedikament eingenommen haben. (Die Placebomedikation der Aus-
waschphase ist kein Prufmedikament.)
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Per-protocol-Population (voll auswertbare Patienten)

Ein Patient wird der Per-protocol-Population zugeteilt, wenn

e er die Studie ohne ProtokollverstoRe ganz abgeschlossen hat

e ODER er die Studie aufgrund mangelnder Wirksamkeit des Prufpraparates ab-
gebrochen hat (Therapieversager)

e ODER er die Studie fruhestens nach der Visite 3 abgebrochen hat

e UND seine Visiten im vorgesehenen Zeitfenster stattgefunden haben

e UND er bezogen auf den Zeitraum seiner Teilnahme an der Studie mindestens
80% der Prufmedikation eingenommen hat.

In unklaren Fallen wird in einer Abschlusssitzung vor der Entblindung (,blind review
meeting“) Uber die Zuteilung des Patienten zur Per-protocol-Population entschieden.

Therapieversager

Therapieversager sind Patienten, die die Prifung aufgrund mangelnder Wirksamkeit
des Prifpraparates abgebrochen haben. Wenn diese den sonstigen Kriterien der
Per-protocol-Population entsprechen, werden sie in die Per-protocol-Auswertung
einbezogen.

ProtokollverstoRe

Begleitmedikation

ProtokollverstofRe bezlglich der Begleitmedikation werden wie folgt gehandhabit:

e Beruht der Protokollversto® auf einer mangelnden Wirksamkeit des Pruf-
praparates (z.B. zusatzliche Einnahme von Analgetika wegen Gelenkschmerzen),
so muss der Patient die Studie abbrechen und wird als Therapieversager in die
Per-protocol-Auswertung einbezogen.

e Beruht der Protokollverstol3 nicht auf einer mangelnden Wirksamkeit des Pruf-
praparates (z.B. Dosiserniedrigung der begleitenden Basistherapie oder Ein-
nahme von Analgetika gegen Kopfschmerzen), so verbleibt der Patient in der
Studie, wird aber aus der Per-protocol-Auswertung ausgeschlossen.

Synovektomie, Synoviorthese

Patienten, die wahrend der Studie eine chirurgische Synovektomie oder eine
chemische oder radiologische Synoviorthese erhalten, brechen die Studie als
Therapieversager ab.

Physiotherapie

Tritt eine wesentliche Anderung der Art oder Haufigkeit physikalischer Begleit-

therapien auf, wird folgendermalf3en vorgegangen:

e Beruht die Anderung auf einer mangelnden Wirksamkeit des Priifpraparates, so
muss der Patient die Studie abbrechen und wird als Therapieversager in die Per-
protocol-Auswertung einbezogen.

e Beruht die Anderung nicht auf einer mangelnden Wirksamkeit des Prif-
praparates, so verbleibt der Patient in der Studie, wird aber aus der Per-protocol-
Auswertung ausgeschlossen.
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Mangelnde Compliance

Werden weniger als 80%, bezogen auf die im Prifzeitraum (ab Tag 0) einzuneh-
menden Dragees, eingenommen, wird der Patient wegen mangelnder Compliance
aus der Per-protocol-Auswertung ausgeschlossen.

Datenerganzung bei Studienabbruch

[:  Studienabbruch aufgrund mangelnder Wirksamkeit des Prufpréparates

| A: Falls vor Studienabbruch eine Abschlussvisite durchgefiihrt werden konnte,
werden die bei der Abschlussvisite ermittelten Werte eingesetzt.

| B: Falls keine Abschlussvisite durchgefuhrt werden konnte, gilt folgende Regelung:
Fir die Zielparameter Schmerz-VAS, HAQ, Morgensteifigkeit, Gesamturteil
Patient und SF-36 werden die Werte eingesetzt, die der Patient zu Hause vor
Studienabbruch eintragt. Fur die Zielparameter 28-Joint-Count, Gesamturteil des
Arztes und BSG / CRP werden jeweils die Mittelwerte der 5 schlechtesten Werte
der Patienten dieser Behandlungsgruppe eingesetzt.

| C: Falls der Patient der Aufforderung, die entsprechenden Fragebdgen zu Hause
auszufullen, nicht nachkommt, oder der Grund fur den Studienabbruch bereits
eingetreten ist (z.B. zusatzliche Einnahme von Analgetika wegen Gelenk-
schmerzen), werden fur alle Zielparameter jeweils die Mittelwerte der 5
schlechtesten Werte der Patienten dieser Behandlungsgruppe eingesetzt.

II: Studienabbruch aus anderen Grunden als mangelnder Wirksamkeit

I A:Falls vor Studienabbruch eine Abschlussvisite durchgefuhrt werden konnte,
werden die bei der Abschlussvisite ermittelten Werte eingesetzt.

Il B:Falls keine Abschlussvisite durchgefuhrt werden konnte, gilt folgende Regelung:
Fir die Zielparameter Schmerz-VAS, HAQ, Morgensteifigkeit, Gesamturteil
Patient und SF-36 werden die Werte eingesetzt, die der Patient zu Hause vor
Studienabbruch eintragt. Fur die Zielparameter 28-Joint-Count und BSG / CRP
werden die Werte der zuletzt durchgefihrten Untersuchungen eingesetzt. Fur
das Gesamturteil des Arztes liegt kein Wert vor.

I C:Falls der Patient der Aufforderung, die entsprechenden Fragebdgen zu Hause
auszufillen, nicht nachkommt, werden fur alle Zielparameter die Werte der zu-
letzt durchgefuhrten Untersuchung eingesetzt. Fir das Gesamturteil des Arztes
liegt kein Wert vor; fur das Patientenurteil liegt kein Wert vor, falls der Studien-
abbruch vor der Visite 3 erfolgt.

Beurteilung der Gruppenhomogenitat

Die Vergleichbarkeit der Behandlungsgruppen bezuglich demographischer und
anamnestischer Daten wird anhand von Box-Plots oder Kontingenztafeln beurteilt.
Wenn die beiden Behandlungsgruppen signifikante Unterschiede (p<0,05, zwei-
seitiger Wilcoxon-Test oder Fisher-Test) in folgenden Kriterien aufweisen, werden
diese als Kovariablen in der statistischen Auswertung des Hauptzielkriteriums
berucksichtigt:
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e Alter (als linearer Faktor)

e Dauer der Erkrankung (als linearer Faktor)

e ACR-Funktionsklasse (als diskreter Faktor)

e Vorbehandlung mit NSAR oder Analgetika (als binarer Faktor)
e Begleittherapie mit Basistherapeutika (als binarer Faktor)

e Begleittherapie mit Glukokortikoiden (als binarer Faktor)

Ermittlung der Wirksamkeit

Die Beurteilung der Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes erfolgt auf der Basis der
Intention-to-treat-Population, das heil3t, auf der Basis aller randomisierter Patienten,
die mindestens eine Dosis Priufmedikament eingenommen haben. Eine zusatzliche
Auswertung basierend auf der Per-protocol-Population soll erganzend vorgenommen
werden.

Nur das Hauptzielkriterium wird induktiv ausgewertet, alle Nebenzielkriterien werden
deskriptiv bewertet. Das Signifikanzniveau wird fur alle Auswertungen auf a=5%
zweiseitig festgesetzt.

Hauptzielparameter Schmerz-VAS

Als Hauptzielkriterium gilt die absolute Veranderung der Schmerz-VAS-Werte von
Visite 2 (Tag 0) zu Visite 5 (Tag 42). Die als Differenz (Visite 5 — Visite 2) erhaltenen
VAS-Werte der Verum- und Placebogruppe werden durch eine ANCOVA (Analysis of
covariance) ausgewertet, wobei die Ausgangsschmerzwerte und das Prifzentrum als
Kovariablen einbezogen werden. Die Therapieunterschiede werden als aus dem
Modell geschatzter Effekt mit 95%-Konfidenzintervallen angegeben.

Der Verlauf der Schmerz-VAS-Werte Visite 1, Visite 2, Visite 3, Visite 4, Visite 5 wird
mit einem Repeated Measurement ANCOVA-Modell angepasst, wobei der Zeitpunkt
als within-subject Faktor und der Ausgangsschmerzwert und das Prifzentrum als
between-subject Faktoren moduliert werden.

Fir die Beurteilung der Effektivitat werden nur die bei der Arztvisite angegebenen
Schmerz-VAS-Werte verwendet. Eine statistische Auswertung der Schmerz-
einschatzung des Patienten auf der VAS im Tagebuch ist nicht vorgesehen. Diese
Angaben werden nur zur Plausibilitatsbeurteilung herangezogen.

Nebenzielparameter

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen in der Veranderung der Neben-
zielparameter von Baseline zu Studienende werden in einem zweiseitigen Friedman-
Test (Joint Count, HAQ, BSG, CRP) bzw. einer zweifaktoriellen Varianzanalyse
(Morgensteifigkeit, SF-36, Gesamturteil Arzt und Patient) ausgewertet, wobei das
Prafzentrum als Kovariable definiert wird. Die Gruppenunterschiede in der Anzahl der
ACR-20-Responder werden mittels eines zweiseitigen Cochrane-Mantel-Haenszel —
Tests verglichen, wobei wiederum das Prifzentrum als Kovariable definiert wird.
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3.2.2 Datenmanagement

Die Daten aus den Patientenordnern wurden doppelt in MS-EXCEL®-Tabellen einge-
geben. Die beiden Tabellensatze wurden gegeneinander abgeglichen und
Abweichungen mit Hilfe der Daten in den Patientenordnern geklart. Die Daten
wurden dem Biometrischen Zentrum in Form von MS-EXCEL®-Tabellen zur Verfi-
gung gestellt. Die Tabellen wurden in das statistische Analysesystem SAS®
importiert. Nach Einarbeiten der Korrekturen aus dem ,blind review meeting“ wurde
die Datenbank geschlossen. AnschlieBend erhielt das Biometrische Zentrum die
Randomisierungsliste in einem verschlossenen Umschlag vom Institut far
Medizinische Informationsverarbeitung des Universitatsklinikums Tubingen. Der
Umschlag wurde vom Biometriker gedffnet, die Daten in eine MS-EXCEL®-Tabelle
eingegeben und zweimal kontrolliert. Danach wurden die Daten ebenfalls in das
SAS®-System importiert und dort mit den Behandlungsdaten zusammengefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Pharmakologie

4.1.1  In vitro-Untersuchungen

Der Einfluss von Weidenrindenextrakt auf die COX-1- und COX-2-Aktivitat und auf
die Freisetzung von TNFa und IL-18 wurde in humanem Vollblut in vitro untersucht.
Es wurden Vollblut-Testsysteme gewahlt, da diese die physiologischen Bedingungen
am besten wiederspiegeln [Fenner 1997]. Weidenrindenextrakt wurde in
Konzentrationen von 10 bis 1000 pg/ml untersucht; Diclofenac, Celecoxib und
Dexamethason dienten als Vergleichssubstanzen. Abbildung 10 und Abbildung 11
fassen die Ergebnisse der in vitro-Assays zusammen und werden in den folgenden
Abschnitten erlautert. Fur Weidenrindenextrakt, Celecoxib und Dexamethason sind
die Ergebnisse von drei Spendern dargestellt, deren Blutproben in allen Testsyste-
men untersucht wurden. Aufgrund zu grofer Schwankung der Diclofenac-Daten bei
diesen drei Spendern sind in der Abbildung 10 fur Diclofenac die Ergebnisse eines
Vorversuches mit zwei anderen Spendern dargestellt. In den COX-1- und Zytokin-
Assays waren die Basalwerte (Proben ohne Hemmstoff und ohne Stimulans) klein im
Vergleich zu den Stimulationswerten (Proben ohne Hemmstoff, aber mit Stimulans:
maximale Aktivitdt). Im COX-2-Assay lagen die Basalwerte bei ca. 40-60% der
Stimulationswerte, das heil’t, es lag bereits eine gewisse Vorstimulation des Blutes
vor.



54 4 Ergebnisse

41.1.1 Ergebnisse fiir die Referenzsubstanzen

Die Referenzsubstanzen zeigten eine konzentrationsabhangige Hemmung der
COX-1- und COX-2-Aktivitat und der TNFa- und IL-1B-Freisetzung (Abbildung 10). In
Abbildung 10 A durfte es sich bei Spender D bei dem zur niedrigsten Diclofenac-
Konzentration gehdrenden Messwert um einen falschen Messwert handeln.
Folgende ICsp-Werte wurden bestimmt: Diclofenac (COX-1-Assay): 0,17 + 0,03 uM;
Celecoxib (COX-2-Assay): 2,83 £ 0,87 uM; Dexamethason: 0,007 + 0,001 uM (TNFa-
Assay) und 0,004 = 0,001 pM (IL-1B-Assay).
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Abbildung 10: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Diclofenac im COX-1-Vollblutassay,
Celecoxib im COX-2-Vollbutassay und Dexamethason im TNFa- und IL-1B-Vollblutassay
in vitro. Fur die Berechnung der Hemmwerte siehe Abschnitt 3.1.4.6 auf Seite 31. Die
Daten stellen Mittelwerte von zwei Bestimmungen * Standardabweichung dar.
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41.1.2

Der Weidenrindenextrakt zeigte eine konzentrationsabhangige Hemmung der
COX-1- und COX-2-Aktivitat mit ICso-Werten von 34,8 + 10,2 ug/ml bzw. 59,7 + 14,9
Mg/ml. Der Weidenrindenextrakt hemmte ebenfalls die Freisetzung von TNFa und
IL-18, jedoch erst bei etwa 10-fach hoheren Konzentrationen im Vergleich zur Zyklo-
oxygenase-Hemmung (Abbildung 11). I1Cso-Werte wurden mit 438,4 + 44,8 ug/mi
bzw. 565,8 + 162,8 ug/ml bestimmt. Der Vergleich der ICsp-Werte fir COX-1 und
COX-2 zeigt, dass Weidenrindenextrakt eine praferenzielle Hemmung der COX-1 im
Vergleich zur COX-2 aufweist (etwa zweifach).

Ergebnisse fiur den Weidenrindenextrakt
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Abbildung 11: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Weidenrindenextrakt im COX-1-,
COX-2-, TNFa- und IL-1B-Vollblutassay in vitro. Fiir die Berechnung der Hemmwerte siehe
Abschnitt 3.1.4.6 auf Seite 31. Die Daten stellen Mittelwerte von zwei Bestimmungen %
Standardabweichung dar.
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41.1.3 Schlussfolgerungen zu den in vitro-Untersuchungen

Die verwendeten Methoden sind valide. Die ermittelten ICso-Werte der Referenz-
substanzen Diclofenac (COX-1-Assay), Celecoxib (COX-2-Assay) und Dexametha-
son (Zytokin-Assay) liegen in der GrofRenordnung von publizierten Werten dieser
Substanzen im Vollblutassay [Finch-Arietta et al. 1991; Foster et al. 1993; Hartman
et al. 1995; Brideau et al. 1996; Cryer et al. 1998; Chan et al. 1999].

Vergleicht man die ICso-Werte flir COX-2 flir Weidenrindenextrakt (60 ug/ml) und die
empfohlene Tagesdosis (1600 mg) mit den entsprechenden Werten fur Piroxicam
(ICs0: 3 ug/ml; Tagesdosis 20 mq) [Brideau et al. 1996], so erscheint es zumindest
mdglich, dass mit therapeutischen Dosen Weidenrindenextrakt pharmakologisch
wirksame Blutspiegel erreicht werden konnen, vorausgesetzt, die wirksamen
Bestandteile zeigen eine gute orale Bioverfigbarkeit und eine langsame Elimination.
Eine relevante Hemmung der TNFa- oder IL-1B-Freisetzung in vivo erscheint hinge-
gen unwahrscheinlich, es sei denn, die wirksamen Bestandteile unterliegen einer
metabolischen Aktivierung.

4.1.2 Untersuchungen zur Zytotoxizitat

Weidenrindenextrakt zeigte in vitro eine Hemmung der COX-1- und COX-2-Aktivitat
sowie der TNFa- und IL-1B-Freisetzung (vgl. Abschnitt 4.1.1.2). Um zwischen einer
Enzymhemmung und einer Hemmung durch zytotoxische Effekte unterscheiden zu
konnen, wurde der Weidenrindenextrakt auf mogliche zytotoxische Wirkungen unter-
sucht. Im MTT-Assay wird die mitochondriale Aktivitat von Zellen als Mal} fur die
Lebensfahigkeit bestimmt. Das Testprinzip beruht auf einer Proportionalitat von
Absorptionswerten und mitochondrialer Aktivitat. Bei der Trypanblau-Farbung wird
die Lebensfahigkeit Uber eine intakte Zellmembran definiert. Die Zellen werden mit
Trypanblauldsung angefarbt, wobei nur Zellen mit intakter Zellmembran den Farb-
stoff ausschliefl3en.

41.21 MTT-Assay

Die Proben mit Weidenrindenextrakt zeigten hohere Absorptionswerte als die
Kontrollproben ohne Weidenrindenextrakt, die die maximale Aktivitdt darstellen
sollten (Tabelle 10). Das heil3t, das Testergebnis wirde entweder eine Steigerung
der mitochondrialen Aktivitat oder eine Vermehrung der Zellen durch die Inkubation
mit Weidenrindenextrakt bedeuten. Beide Moglichkeiten sind extrem unplausibel.
Vielmehr deutet die Abhangigkeit der Absorptionswerte von der Extraktkonzentration
darauf hin, dass MTT chemisch durch Bestandteile des Weidenrindenextraktes zu
Formazan reduziert wurde.
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Tabelle 10: Untersuchung zytotoxischer Effekte des Weidenrindenextraktes an humanen
mononuklearen Zellen (2,5 x 10° Zellen/ml) mit Hilfe des MTT-Assays: Die optische Dichte (OD)
der Proben wurde bei 560 nm bestimmt. Die Aktivitait der Zellen wird als prozentuale
Absorption der Weidenrindenproben bezogen auf den gemittelten Absorptionswert der
Kontrollproben ohne Weidenrinde angegeben.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Mittelwert Aktivitit

(OD) (OD) (OD) (OD) (%)

Kontrolle ("maximale Aktivitat") 1,688 1,746 1,847
1,666 100,0

Kontrolle ("maximale Aktivitat") 1,590 1,569 1,553
Weidenrindenextrakt 1000 ug/m 3,181 3,341 3,225 3,249 195,1
Weidenrindenextrakt 300 pg/mi 2,367 2,578 2,473 2,473 148,5
Weidenrindenextrakt 100 pg/mi 1,778 2,004 2,053 1,945 116,8
Weidenrindenextrakt 30 pug/ml 1,565 1,601 1,735 1,634 98,1
Weidenrindenextrakt 10 pug/ml 1,505 1,378 1,503 1,462 87,8

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass die verstarkte Bildung von Formazan auf eine
chemische Reaktion von MTT mit Bestandteilen des Weidenrindenextraktes zuruck-
zufiihren ist, wurde parallel zur Zellsuspension (1 x 10° mononukledre Zellen/ml)
reines Medium (Macrophage-SFM-Medium®) im MTT-Assay eingesetzt. Tabelle 11
zeigt, dass die optische Dichte und damit die Konzentration an Formazan in den
Proben mit Zellsuspension und in den Proben mit Macrophage-SFM-Medium® gut
ubereinstimmt. Das heil3t, die Reduktion von MTT zu Formazan findet unabhangig
von zellularen Strukturen statt. Die Hypothese wurde bestatigt: MTT wurde durch
Bestandteile des Weidenrindenextraktes zu Formazan reduziert. Der MTT-Assay ist
zur Bestimmung der Zytotoxizitat von Weidenrindenextrakt daher nicht geeignet.

Tabelle 11: Absorption der Weidenrindenproben im MTT-Assay mit humanen mononukleéren
Zellen (1 x 10° Zellen/ml) bzw. Macrophage-SFM-Medium®. Die optische Dichte (OD) der Proben
wurde bei 560 nm bestimmt.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Mittelwert
(OD) (OD) (OD) (OD)

Zellsuspension
Weidenrindenextrakt 1000 ug/m 2,632 2,808 2,900 2,780

Weidenrindenextrakt 300 ug/ml 1,357 1,421 1,429 1,402
Weidenrindenextrakt 100 ug/ml 0,687 0,717 0,744 0,716
Macrophage-SFM-Medium®

Weidenrindenextrakt 1000 ug/m 2,844 2,860 2,661 2,788
Weidenrindenextrakt 300 ug/ml 1,103 1,646 1,218 1,322

Weidenrindenextrakt 100 pug/ml 0,457 0,450 0,444 0,450
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41.2.2 Trypanblau-Farbung

Blau gefarbte Zellen (tote Zellen) und farblose Zellen (lebensfahige Zellen, Zellen mit
intakter Zellmembran) wurden mit Hilfe eines Hamozytometers ausgezahlt. In den
Proben mit der héchsten Weidenrindenextraktkonzentration (1000 upg/ml) betrug der
Prozentsatz lebensfahiger Zellen 93,7 £ 1,2 % verglichen mit 96,5 £ 1,9 % in den
Kontrollassays ohne Weidenrindenextrakt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Untersuchung zytotoxischer Effekte des Weidenrindenextraktes an humanen mono-
nukledren Zellen (1 x 10° Zellen/ml) mit Hilfe der Trypanblau-Farbung: Dargestellt ist der
Prozentsatz lebensfahiger Zellen £ Standardabweichung (Dreifachbestimmung)

Lebensfahige Zellen [%] = SD

Weidenrindenextrakt 1000 ug/ml 93,7+1,2
Weidenrindenextrakt 300 pg/ml 94,6 £ 3,3
Weidenrindenextrakt 100 pg/ml 96,0+ 0,4
Kontrolle ohne Weidenrindenextrakt 96,56+1,9

4.1.2.3 Schlussfolgerungen zu den Untersuchungen zur Zyto-
toxizitat

Die Ergebnisse der Trypanblau-Farbung belegen, dass die in vitro gezeigte

Hemmung der COX-1- und COX-2-Aktivitat sowie der TNFa- und IL-1B-Freisetzung

(vgl. Abschnitt 4.1.1.2) nicht auf zytotoxische Effekte zuruckgefuhrt werden kann. Der

MTT-Assay erwies sich zur Untersuchung der Zytotoxizitat von Weidenrindenextrakt
als nicht geeignet.

4.1.3 Exvivo-Untersuchungen: Probandenstudie

Weidenrindenextrakt zeigte in vitro eine Hemmung der COX-1- und COX-2-Aktivitat
sowie der TNFa- und IL-1B-Freisetzung (vgl. Abschnitt 4.1.1), die nicht auf zyto-
toxische Effekte zurlckgefihrt werden konnte (vgl. Abschnitt 4.1.2). Um zu
untersuchen, ob diese in vitro gezeigten Hemmwirkungen auch ex vivo nach oraler
Einnahme von Weidenrindenextrakt nachweisbar sind, nahmen drei gesunde
Probanden eine Einzeldosis Weidenrindenextrakt (1573 mg, entsprechend 240 mg
Salicin) ein. Uber einen Zeitraum von 24 Stunden wurden Blutproben entnommen,
mit Calciumionophor A23187 (COX-1-Assay) oder LPS (COX-2-, TNFa- und IL-1B-
Assay) stimuliert und die Konzentrationen an PGE;, TNFa- und IL-18 mit Hilfe von
ELISAs bestimmt. Eine Einzeldosis Diclofenac (150 mg) diente als aktive
Vergleichsmedikation und wurde den selben Probanden eine Woche vor der
Einnahme von Weidenrindenextrakt oral verabreicht.
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4.1.3.1 Baseline-Werte der Probanden

Tabelle 13 zeigt die Konzentrationen an PGE;, TNFa und IL-1B in Blutproben der
Probanden vor der Einnahme von Diclofenac (Tag 0) und Weidenrinde (Tag 7). Die
Konzentrationen in unstimulierten Proben waren gering im Vergleich zu stimulierten
Proben. Die Blutproben der einzelnen Probanden reagierten unterschiedlich stark auf
die Stimulation. So waren die Werte stimulierter Proben bei Proband 3 deutlich
niedriger als bei Proband 1 und 2. Insgesamt lagen die interindividuellen
Schwankungen in einer mit Ergebnissen anderer Studien vergleichbaren Groflen-
ordnung [Panara et al. 1998; Van Hecken et al. 2000]. Carry-over-Effekte von der
ersten Woche (Einnahme von Diclofenac) zur zweiten Woche (Einnahme von
Weidenrinde) wurden nicht beobachtet (Tabelle 13).

Tabelle 13: Baseline-Konzentrationen an PGE;, TNFa und IL-18 in Blutproben der drei
Probanden zum Zeitpunkt t=0 h vor der Einnahme von Diclofenac (Woche 1) oder Weiden-
rindenextrakt (Woche 2). Die Konzentrationen stellen Mittelwerte von zwei (unstimulierte
Proben) bzw. vier Bestimmungen (stimulierte Proben) dar.

Unstimulierte Proben | Stimulierte Proben

Proband Proband
1 2 3 1 2 3

. Woche 9,4 7,5 13,1 | 91,0 1344 31,6
. Woche 4,8 5,8 7,3 | 1153 2558 99,2
. Woche 3,0 4,0 24 20,7 171 7,8
. Woche 6,2 3,2 2,0 389 21,5 111
. Woche 0,2 0,4 0,2 59 8,1 1,8
. Woche 0,0 0,0 0,0 18,1 8,0 2,2
. Woche 0,0 0,1 0,0 7,8 4,5 2,3

2. Woche [-0,2]* [-0,1]* 0,0 13,2 3,9 2,6
*Die Kalibriergerade der entsprechenden ELISA-Assays ergab schwach negative Werte flir zwei
unstimulierten Proben.

PGE,-Konzentration in
COX-1-Assays [ng/mi]

PGE,-Konzentration in
COX-2-Assays [ng/mi]

TNFa-Konzentration [ng/ml]

SN =2 N 2N -

IL-1B-Konzentration [ng/ml]

41.3.2 Ergebnisse nach der Einnahme von Diclofenac

Abbildung 12 zeigt die Effekte von Diclofenac und Weidenrindenextrakt im Vollblut-
assay ex vivo. Die maximale COX-1-Hemmung durch Diclofenac betrug durch-
schnittlich 88,1% (Spannweite 85,0 — 92,5%) und wurde nach 1 (Proband 1), 2
(Proband 3) bzw. 4 Stunden (Proband 2) erreicht (Abbildung 12, A). Die maximale
COX-2-Hemmung betrug durchschnittlich 98,8% (Spannweite 98,4 — 99,0%) und
wurde bei jedem Probanden zum gleichen Zeitpunkt wie die maximale COX-1-
Hemmung beobachtet (Abbildung 12, B). Die Hemmung der COX-2-Aktivitat war zu
allen Zeitpunkten zwischen 2 und 24 Stunden statistisch signifikant (t-Test, n=3:
t=2 h und t=4 h: p<0,001; t=8 h und t=24 h: p<0,05). Die COX-1-Aktivitat war zum
Zeitpunkt t=2 h signifikant gehemmt (p=0,0085). Erwartungsgemal zeigte Diclofenac
keine Beeinflussung der TNFa- und IL-1B-Freisetzung (Abbildung 12, C und D).
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Abbildung 12: Einfluss von Diclofenac und Weidenrindenextrakt auf die Aktivitat von
COX-1 und COX-2 und auf die Freisetzung von TNFa und IL-18 nach oraler Einnahme
durch drei gesunde Probanden ex vivo. Die Daten stellen Mittelwerte von vier
Bestimmungen * Standardabweichung dar. Statistisch signifikante Hemmungen (t-Test,

n=3) sind folgendermaRen gekennzeichnet: *p<0,05; Tp<0,01; *p<0,001
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4.1.3.3 Ergebnisse nach der Einnahme von Weidenrindenextrakt

Weidenrindenextrakt zeigte in keinem der vier Testsysteme eine signifikante Hemm-
wirkung. Dies ist deutlich erkennbar fur COX-2, TNFa und IL-1B (Abbildung 12, F, G
und H). Im COX-1-Assay war bei Proband 2 eine malige Hemmung nach 2 und 4
Stunden zu erkennen, bei Proband 1 hingegen zeigte sich eine Steigerung der COX-
1-Aktivitat (Abbildung 12, E). Zu keinem Zeitpunkt waren die Veranderungen der
COX-1-Aktivitat statistisch signifikant.

4.1.3.4 Schlussfolgerungen zu den ex vivo-Untersuchungen

Die in den in vitro-Untersuchungen beobachtete Hemmung der COX-1- und COX-2-
Aktivitat sowie der TNFa- und IL-1B-Freisetzung durch Weidenrindenextrakt konnte
ex vivo nach oraler Einnahme von Weidenrindenextrakt durch Probanden nicht fest-
gestellt werden. Offensichtlich erreichten die fur die in vitro-Effekte verantwortlichen
Inhaltsstoffe keine ausreichend hohen Serumkonzentrationen. Auf Basis dieser
Untersuchungen scheidet eine COX- oder Zytokinhemmung als Wirkmechanismus
einer oralen Therapie mit dem untersuchten Weidenrindenextrakt aus.
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4.2 Klinische Studie

4.2.1 Vorbemerkung

Die Ergebnisse dieser Studie wurden im biometrischen Bericht in tabellarischer Form
dargestellt und aus biometrischer Sicht kommentiert [LUdtke 2003]. Entsprechend
den Empfehlungen der EMEA [1995] wurde flr diese Studie ein umfassender
Abschlussbericht erstellt, in den Teile des biometrischen Berichts Ubernommen
wurden [Wagner 2003]. Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden dem
Abschlussbericht entnommen, wobei die Beschreibung der statistischen Verfahren
und die Bewertung der Studienergebnisse aus statistischer Sicht an den
biometrischen Bericht angelehnt sind.

4.2.2 Ethische und rechtliche Aspekte

Das Studienprotokoll (Version 6 vom 28.03.2001) sowie die Amendments zum
Studienprotokoll Nr. 1 (gultig ab 06.08.2001), Nr. 2 (gultig ab 17.09.2001), Nr. 3
(gultig ab 01.01.2002) und Nr. 4 (gultig ab 05.02.2002) wurden von den Ethik-
Kommissionen der Medizinischen Fakultat des Universitatsklinikums Tubingen und
der Landesarztekammer in Stuttgart genehmigt. Die Studie wurde den Regierungs-
prasidien Tubingen und Stuttgart sowie dem BfArM angezeigt (Vorlagenummer des
BfArM: 4017660). Fur die Studienteilnehmer wurde im Rahmen des Jahresvertrages
der Universitat Tubingen (Nr. 88960-14) eine Versicherung bei der Inter Allgemeine
Versicherungs AG, Koln, abgeschlossen.

Die klinische Studie wurde in Ubereinstimmung mit der revidierten Fassung der
Deklaration von Helsinki (Edinburgh 2000) und den Leitlinien zur Guten Klinischen
Praxis (ICH harmonised tripartite guideline for good clinical practice, CPMCP/ICH/-
135/95) durchgefuhrt.

Die Aufklarung der Patienten durch den Prufarzt sowie das Einholen des Einver-
standnisses zur Studienteilnahme erfolgte bei der Screening-Visite (Visite 1), bevor
MaRnahmen im Rahmen der Studie an den Patienten durchgefuhrt wurden. Alle
Patienten wurden vom Prufarzt schriftich und mundlich Uber Art und Ziel der
klinischen Prufung sowie alle damit im Zusammenhang stehenden Mallnahmen,
Chancen und Risiken informiert. Alle Patienten nahmen freiwillig an der Studie teil
und gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme.
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4.2.3 Einhaltung des Studienprotokolls

Grundlage fur die Durchfuhrung der klinischen Studie waren die Bestimmungen des
Studienprotokolls (siehe Abschnitt 3.2.1). Diese wurden weitestgehend umgesetzt.
Die folgenden Abschnitte beschreiben Aspekte zur Einhaltung des Studienprotokolls
und fuhren Abweichungen von den ursprunglichen Vorgaben auf.

4.2.3.1 Qualitatskontrollen

Vor Beginn der Patientenrekrutierung wurden in jedem Priufzentrum die beteiligten
Arzte und Sprechstundenpersonal in die Studienablaufe eingewiesen. Schriftliche
Handlungsanweisungen (SOPs, Standard Operating Procedures) sollten standardi-
sierte Arbeitsablaufe in den Prufzentren ermdglichen. Wahrend der Studie wurde
durch regelmafige Monitorbesuche in den Prifzentren sichergestellt, dass die
klinische Prufung gemal} Studienprotokoll, SOPs, Guter Klinischer Praxis (GCP) und
geltenden gesetzlichen Bestimmungen durchgefuhrt und dokumentiert wurde. Die
Eintragungen in den im Rahmen der Studie gefuhrten Patientenordnern wurden
stichprobenweise mit den Originaldaten der Patientenakten verglichen.

Alle Laboratorien, die Untersuchungen im Rahmen der Studie durchfuhrten, nahmen
an den ublichen Ringversuchen teil; es lagen aktuelle Zertifikate fur die erhobenen
Laborwerte vor.

Die Stabilitat der Studienmedikation wurde wahrend der Studiendurchfihrung mehr-
fach durch die Firma Robugen uberpruft (Weidenrindendragees: Mai 2001 und Mai
2002; Placebodragees: Mai 2002). Die Ergebnisse aller durchgefuhrten Stabilitats-
untersuchungen entsprachen den Prufvorschriften, und die Freigabe der Chargen
wurde verlangert (zuletzt bis zum 22.11.2002).

Die formale GCP-Konformitat der Studie wurde durch ein externes Audit am
20.06.2002 durch Herrn Dr. Dr. Michael Kroll, Klifo-Med GmbH in Kleve, bestatigt.

4.2.3.2 Anzahl der Studienpatienten

89 Patienten wurden fur eine Studienteilnahme gescreent, 54 Patienten wurden
vorlaufig aufgenommen und begannen die Auswaschphase, und 26 Patienten
wurden randomisiert. Wie Abbildung 13 zeigt, verlief die Patientenrekrutierung von
Juni 2001 bis Oktober 2002 relativ stetig, jedoch langsamer als erwartet. Im Oktober
2002 wurde die Einschlussphase der Studie beendet, obwohl die Anzahl
randomisierter Patienten noch deutlich unter der urspringlich geplanten Fallzahl von
90 Patienten lag.
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Abbildung 13: Rekrutierungsraten gescreenter, vorlaufig aufgenommener und
randomisierter Patienten (alle Priifzentren)

4.2.3.3 Compliance

Einhalten der Zeitfenster

5 Patienten hielten bei einzelnen Visiten die im Studienprotokoll definierten Zeit-
fenster (Visite 1: Tag —4 bis Tag —10; Visite 3: Tag 14 + 3, Visite 4: Tag 28 + 3 und
Visite 5: Tag 42 + 3) nicht ein (Random-Nr. 448, 551, 552, 553, 554; siehe Tabelle 14
im folgenden Abschnitt). Diese 5 Patienten fuhrten die Studie in niedergelassenen
rheumatologischen Praxen durch, wo es durch den Praxisbetrieb und Urlaubszeiten
zu Terminschwierigkeiten kam.

Im Durchschnitt entsprachen die Dauern der einzelnen Priufphasen den
Bestimmungen des Studienprotokolls. Die Auswaschphase dauerte durchschnittlich
6,7 Tage, die Wochen 1+2 13,5 Tage, die Wochen 3+4 14,8 Tage und die Wochen
5+6 14,0 Tage. Bezuglich der Behandlungsdauern waren die beiden Behandlungs-
gruppen vergleichbar.

Medikamentencompliance

Bezogen auf die gesamte Prifphase (Woche 1 bis 6) wurden in der Weidenrinden-
gruppe 95,4% der Dragees eingenommen, in der Placebogruppe 98,7% der
Dragees. Nur ein Patient in der Weidenrindengruppe erreichte die fur die
Zugehorigkeit zur Per-protocol-Population vorgeschriebene Mindestcompliance von
80% bezogen auf die gesamte Prufphase nicht (Random-Nr. 552: nur 78%).

4.2.3.4 ProtokollverstoRe

Tabelle 14 listet VerstoRe einzelner Patienten gegen Bestimmungen des Studien-
protokolls auf. Fehlende Skalenwerte des SF-36 werden nicht als Protokollverstol3
aufgefuhrt, da nur Teile des Fragebogens nicht auswertbar sind.
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Insgesamt wurden 14 Protokollverstofe bei 10 Patienten festgestellt (6 Weidenrinde,
4 Placebo), die groBteils zum Ausschluss des betreffenden Patienten aus der Per-
protocol-Population gefuhrt haben (vgl. Abschnitt 4.2.4.3).

Tabelle 14: ProtokollverstéBe. Zur Zuteilung der Patienten zur Per-protocol-Population siehe
Abschnitt 4.2.4.3.

Random- Therapie Priifzentrum ProtokollverstoR PP-.
Nr. Population
409 w Tlbingen - Wesentliche Anderung der physikalischen nein

Begleittherapie (Ende der Elektrotherapie
an den Knien am Tag 22), die nicht auf
mangelnder Wirksamkeit beruht.

448 w Stuttgart - Visite 5 nicht im vorgesehen Zeitfenster (erst nein
an Tag 48)
549 w Heidelberg - Studienabbruch vor der Visite 3 (kein nein

Therapieversager)

551 w Heidelberg - Visite 5 nicht im vorgesehen Zeitfenster nein
(bereits an Tag 37)

Fehlender Wert fur GOT bei Visite 1
(Ausschlusskriterium)

552 w Heidelberg - GGT > 50 U/l (61 U/I), Ausschlusskriterium nein
missachtet
- Keine Auswaschphase, Visite 1=Visite 2
Visite 4 nicht im vorgesehenen Zeitfenster
(erst am Tag 41; Studienabbruch),
Compliance unter 80%

553 W Heidelberg - Arava® (Leflunomid) noch keine 6 Monate nein
vor Studienbeginn eingenommen (seit 110
Tagen, Dosis konstant): Ausschlusskriterium

missachtet
Visite 3 nicht im vorgesehenen Zeitfenster

(erst an Tag 20)
405 P Tldbingen - Fehlender Wert fir BSG bei Visite 2 ja

500 P Filderstadt - Visite 2: HAQ nur 4 von 8 Komponenten ja
beantwortet: Standard Disability Index
(Baseline) kann nicht berechnet werden

554 P Heidelberg - Keine Auswaschphase, Visite 1=Visite 2 nein

556 P Heidelberg - Einnahme von Schmerzmitteln wegen nein
Kopfschmerzen wahrend Auswasch- und

Prifphase (Tag —5: 1 Kapsel Migranerton®,
Tag 5: 1 Kapsel Migrénerton®, Tag 11:
1 Tablette Aspirin®)

W: Weidenrinde, P: Placebo
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4.2.3.5 Randomisierung

Bei regelmaligen Monitorbesuchen wurde sichergestellt, dass die Patienten in allen
Prifzentren streng nach aufsteigenden Randomnummern eingeschlossen wurden.
Die Arzte wurden erst nach Abschluss der Studie Uber die BlockgroRe informiert. Es
ergaben sich keine Hinweise auf UnregelmaRigkeiten bei der Randomisierung.

4.2.3.6 Verblindung

Fir keinen der 26 Studienpatienten wurde die Verblindung wahrend der Studie auf-
gehoben. Die Notfallumschlage wurden regelmaRig bei den Monitorbesuchen auf
ihre  Unversehrtheit Uberpruft. Erst nach der Abschlusssitzung (,blind review
meeting“) und dem Abschluss der Dateneingabe wurde die Entblindung vom Bio-
metriker vorgenommen. Beim Monitoring der Studie ergaben sich keine Hinweise auf
eine mogliche Entblindung von Patienten oder Arzten.

Bei der Abschlussvisite wurden Patienten und Arzte befragt, ob sie zu wissen
glaubten, mit welchem Prifpraparat (Weidenrinde oder Placebo) der Patient
behandelt wurde. Tabelle 15 und Tabelle 16 zeigen die Ergebnisse dieser
Einschatzungen. Nur 4 von 26 Patienten vermuteten sich in der Weidenrindengruppe
(1 richtigerweise, 3 falschlicherweise), und nur in 5 von 23 Fallen vermuteten die
Arzte die Patienten in der Weidenrindengruppe (3 richtigerweise,
2 falschlicherweise). Dies zeigt zum einen, dass Patienten und Arzte in den meisten
Fallen keinen deutlichen Therapieerfolg empfanden, und zum anderen, dass keine
Hinweise auf eine Entblindung vorliegen.

Tabelle 15: Vermutung der Patienten liber die Gruppenzuordnung. Angegeben ist die Anzahl
der Patienten mit der entsprechenden Vermutung.

Vermutung des Patienten liber die Gruppenzuordnung

Therapie

Keine Vermutung Placebo Weidenrinde
Weidenrinde 7 5
Placebo 2 8 3

Tabelle 16: Vermutung der Arzte iiber die Gruppenzuordnung der Patienten. Angegeben ist die
Anzahl der Patienten, auf die die jeweilige Vermutung zutrifft.

Vermutung des Arztes liber die Gruppenzuordnung

Therapie
Keine Angabe Keine Vermutung Placebo Weidenrinde

Weidenrinde 1 3 6 3
Placebo 2 4 5 2
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Arzt- und Patientenvermutungen stimmten bei ca. 65% der Patienten, flr die sowohl
Arzt als auch Patient eine Vermutung angegeben hatten, Uberein (bei 6 von 12
Weidenrindenpatienten und bei 9 von 11 Placebopatienten) (Tabelle 17).

Tabelle 17:__[]bereinstimmung der Arzt- und Patientenvermutungen iiber die Gruppen-
zuordnung. Ubereinstimmende Vermutungen sind grau unterlegt.

Weidenrindengruppe Placebogruppe
Patientenvermutung Patientenvermutung
Keine ) cebo VeI o camt Keine b\ cebo Vei98N" ecamt
Vermut. rinde Vermut. rinde
Keine Angabe 1 0 0 1 0 2 0 2
Keine Vermut. 2 1 0 3 2 1 1 4
Arzt  paceb 3 3 0 6 0 5 0 5
vermutung acebo
Weidenrinde 1 1 1 3 0 0 2 2
Gesamt 7 5 1 13 2 8 3 13

4.2.3.7 Statistische Auswertung

Gemal den Vorgaben des Studienprotokolls erfolgte die primare Auswertung auf
Basis der Intention-to-treat-Population. Eine zusatzliche Auswertung wurde auf
Basis der Per-protocol-Population vorgenommen.

Nur das Hauptzielkriterium wurde induktiv ausgewertet, alle Nebenzielkriterien
wurden deskriptiv bewertet. Falls sich in den Nebenzielkriterien p-Werte unter 5%
ergaben, wird, statt von statistischer Signifikanz, von statistischer Auffalligkeit
gesprochen, um den deskriptiven Charakter der Auswertung deutlich zu machen.

Alle Gruppenvergleiche vor Therapiebeginn basieren auf einfachen 2-Stich-
proben-Tests. Eine induktive Interpretation ist nicht sinnvoll. Bei stetigen Parametern
wurde abweichend vom Studienprotokoll der Kruskal-Wallis-Test gewahlt, der sich in
diesem Fall nur unwesentlich vom Wilcoxon-Test unterscheidet: Es wird lediglich
statt einer Approximation an eine Normalverteilung eine Approximation an eine Chi-
Quadrat-Verteilung verwendet. Nominal skalierte Parameter wurden Uber Chi-
Quadrat-Tests (Studienprotokoll: Fisher-Tests) verglichen.

Die Auswertung des Hauptzielkriteriums erfolgte durch eine ANCOVA (Analysis of
covariance) unter Einbeziehung des Prufzentrums und des Ausgangsschmerzwertes
(Visite 2) als Kovariablen. Sie entspricht damit den Vorgaben des Studienprotokolls.

Die Auswertung der stetig skalierten Nebenzielkriterien weicht von den Vorgaben
des Studienprotokolls ab, indem, analog zum Vorgehen beim Hauptzielkriterium,
ANCOVA-Modelle an die Daten angepasst wurden. Die Nebenzielkriterien 28-Joint-
Count, HAQ Disability Index, Morgensteifigkeit, SF-36-Dimensionen, BSG- und CRP-
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Laborwerte wurden durch ANCOVA-Modelle ausgewertet, bei denen der jeweilige
Baseline-Wert und das Prifzentrum als Kovariablen gefihrt wurden. Fur die Para-
meter, fur die kein Baseline-Wert vorlag (Gesamturteil Patient, Gesamturteil Arzt),
wurde ein ANCOVA-Modell angepasst, in dem lediglich das Prifzentrum als
Kovariable modelliert wurde. Nach Inspektion der Daten schien es in allen Fallen ge-
rechtfertigt, von einer annahernden Normalverteilungsannahme auszugehen, die
einer ANCOVA zugrunde liegt. Die Auswertung der Nebenzielkriterien durch
ANCOVA-Modelle bot den Vorteil, dass alle Zielkriterien mit der gleichen Vorge-
hensweise konsistent ausgewertet wurden. AuflRerdem sind die Ergebnisse einer
ANCOVA leichter zu interpretieren, da zusatzlich zum p-Wert auch geschatzte
EffektgroRen angegeben werden kdnnen.

Fir die Auswertung der Anzahl der ACR-20-Responder wurde, entsprechend den
Vorgaben des Studienprotokolls, ein Cochrane-Mantel-Haenszel-Test angewendet,
bei dem die Zentren als Stratifizierungsvariable dienten. Aufgrund der geringen Fall-
zahlen in der Per-protocol-Auswertung wurde statt des Cochrane-Mantel-Haenszel-
Tests ein Chi-Quadrat-Test durchgefuhrt, da eine Stratifizierung nach Zentren nicht
madglich war.

Fehlende Werte wurden nach den Maligaben des Studienprotokolls ersetzt.

4.2.3.8 Schlussfolgerungen zur Einhaltung des Studienprotokolls

6 der 14 ProtokollverstoRe stellen Abweichungen von den vorgegebenen Zeit-
fenstern dar, die sich aus den Schwierigkeiten einer Studiendurchfihrung in
ambulanten Praxen zusatzlich zum regularen Praxisbetrieb ergeben. Von wenigen
Ausnahmen abgesehen, wurden Ein- und Ausschlusskriterien und die Vorgaben
bezlglich der Begleittherapien eingehalten. Die Dokumentation in den Patienten-
ordnern war weitestgehend vollstandig.

Die Randomisierung und die Verblindung sind zentrale Punkte des Studiendesigns.
Wie in den Abschnitten 4.2.3.5 und 4.2.3.6 dargestellt, ist in dieser Studie von einer
erfolgreichen Randomisierung und Verblindung auszugehen.

Die statistische Auswertung des Hauptzielkriteriums erfolgte protokoligemaf; nur bei
der Auswertung der Nebenzielkriterien wurden begriindete Anderungen
vorgenommen. Natirlich stellt auch die Randomisierung von nur 26 anstelle der
vorgesehenen 90 Patienten eine Abweichung vom Studienprotokoll dar. Diese
beeinflusst jedoch nicht die Qualitat der erhobenen Daten, sondern lediglich die
statistische Aussagekraft der Studie, was im Abschnitt 4.2.6.6 diskutiert wird.

Zusammengefasst |asst sich festhalten, dass die Studie in guter Ubereinstimmung
mit den Bestimmungen des Studienprotokolls und der GCP-Guideline durchgeflhrt
wurde und dass die erhobenen Daten glaubwirdig sind.
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4.2.4 Studienpatienten

4.2.41 Einteilung der Studienpatienten

Abbildung 14 zeigt in einem Flussdiagramm die Anzahl der Patienten in den
verschiedenen Phasen der Studie. 89 Patienten wurden gescreent. 35 Patienten
wurden bereits bei der Visite 1 von einer Studienteilnahme ausgeschlossen. Die
haufigsten Ursachen fir Screening failures bei der Visite 1 stellten eine
ungenigende Krankheitsaktivitait (14 Patienten) und das Fehlen der
Einschlussdiagnose Rheumatoide Arthritis (12 Patienten) dar. 4 Patienten konnten
aufgrund einer unzulassigen Begleitmedikation nicht an der Studie teilnehmen. 2
Patienten lehnten die Einwilligung ab, 1 Patient erflllte das Ausschlusskriterium
Funktionsstadium IV, und 1 Patient hatte eine Salicylatallergie. 1 Patient wurde
aufgrund einer hochaktiven RA und ethischer Bedenken des Prifarztes von der
Studienteilnahme ausgeschlossen. 54 Patienten genlgten den bei der Visite 1
Uberpriften Ein- und Ausschlusskriterien und begannen die Auswaschphase
(vorlaufig aufgenommene Patienten). Wahrend der Auswaschphase brachen 4
Patienten die Studie ab; 3 aufgrund von Schmerzen und 1 aufgrund einer neu
diagnostizierten Nierenerkrankung. Von 50 Patienten, die sich nach Abschluss der
Auswaschphase bei der Visite 2 vorstellten, genugten 24 den bei der Visite 2
uberpriften Ein- und Ausschlusskriterien nicht: 20 Patienten erflllten nicht die
geforderten Aktivitatskriterien, bei 2 Patienten konnte anhand des Rdntgenbildes und
der Ergebnisse der Rheumafaktorbestimmung die Diagnose Rheumatoide Arthritis
nicht verifiziert werden, und 2 Patienten wiesen einen erhéhten Leberwert (Gamma-
GT) auf. Somit wurden insgesamt 26 Patienten randomisiert, 13 Patienten pro
Behandlungsgruppe: Tubingen 6 Weidenrinde, 6 Placebo; Heidelberg 5 Weiden-
rinde, 5 Placebo; Stuttgart und Filderstadt je 1 Weidenrinde, 1 Placebo.
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Abbildung 14: Patienten-Flussdiagramm fiir alle Prufzentren
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4.2.4.2 Studienabbriiche

Wahrend der Prifphase brachen 7 Patienten die Studie ab: 6 aufgrund von
Schmerzen und des Bedarfs an zusatzlichen Analgetika (3 Weidenrinde, 3 Placebo),
und 1 Patient der Weidenrindengruppe aufgrund eines Bandscheibenvorfalls (Tabelle
18). Bei keinem Patienten wurde die Verblindung aufgehoben. Bei nur einem
Patienten (Random-Nr. 549) flihrte der Studienabbruch zum Ausschluss aus der Per-
protocol-Population, da der Abbruch vor der Visite 3 erfolgte.

Tabelle 18: Studienabbrecher wahrend der Prifphase. Die Kategorien beziehen sich auf die
Regeln zur Datenergdnzung (Abschnitt 3.2.1.13, ,,Datenergdnzung bei Studienabbruch*)

- Studien- Abschluss- Fragebogen AbPr'uch-
Random- . Priif- . . visite: .
Therapie abbruch Grund visite vor vor Abbruch Kategorie
Nr. zentrum Ta Abbruch  ausgefiillt | 29¢ nach
9 9 Abbruch

408 w Tubingen 27 Schmerzen ja 1A
501 w Filderstadt 5 Schmerzen ja 1A
549 w Heidelberg 6 Bandscheiben- nein nein 36 INc

vorfall
552 W Heidelberg 41 Schmerzen ja 1A
449 P Stuttgart 23 Schmerzen ja 1A
550 P Heidelberg 12 Schmerzen, nein ja 3 1B

Einnahme von

NSAR (2 x 8 mg

Lornoxicam)
556 P Heidelberg 14 Schmerzen, nein nein 0* IC

Einnahme von
NSAR (100 mg
Diclofenac)

W: Weidenrinde, P: Placebo
* Die Abbruchvisite fand am Tag des Studienabbruchs statt, nachdem der Patient bereits NSAR
eingenommen hatte.

4.2.4.3 Patientenpopulationen

Alle 26 randomisierten Patienten (13 Weidenrinde, 13 Placebo) sind Teil der
Intention-to-treat-Population.

Uber die Zuteilung der Patienten zur Per-protocol-Population wurde vor der
Entblindung im ,blind review meeting“ entschieden. Dabei fanden die Definitionen
des Studienprotokolls (Abschnitt 3.2.1.13) Anwendung. Erganzend wurde festgelegt,
dass fehlende Baseline- oder Abschlusswerte nur dann zum Ausschluss aus der Per-
protocol-Population fluhren, wenn sie das Hauptzielkriterium (Schmerz-VAS)
betreffen. Fehlende Werte flir Nebenzielkriterien fihren nicht zum Ausschluss aus
der Per-protocol-Population. Wie Tabelle 14 auf Seite 65 zeigt, wurden 8 Patienten
aufgrund von ProtokollverstoRen von der Per-protocol-Population ausgeschlossen,
wobei deutlich mehr Weidenrindenpatienten (6) als Placebopatienten (2) ausge-
schlossen wurden. Somit sind insgesamt 18 Patienten (7 Weidenrinde, 11 Placebo)
Teil der Per-protocol-Population. Tabelle 34 im Tabellenanhang listet alle
randomisierten Patienten, einschlie3lich der Zuteilung zur PP-Population, auf.
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4.2.5 Baseline-Daten

4.2.51 Demographische Daten

Tabelle 19: Demographische Baseline-Daten

Messgrofe Weidenrinde Placebo
(n=13) (n=13)

Geschlecht, n (%)

mannlich 3 (23) 1(8)

weiblich 10 (77) 12 (92)
Mittleres Alter, Jahre (SD) 56,5 (8,9) 60,1 (11,0)
Mittlere KérpergréfRe, cm (SD) 166,5 (6,9) 165,1 (8,3)
Mittleres Koérpergewicht, kg (SD) 70,9 (11,7) 68,5 (11,3)
Patienten mit chronischen 5 (38) 8 (62)

Begleiterkrankungen, n (%)

Die Behandlungsgruppen waren hinsichtlich ihrer demographischen Parameter
vergleichbar (Tabelle 19). Es gab keine statistisch auffalligen Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen (Nominaldaten: Chi-Quadrat-Test, stetige Daten: Kruskal-
Wallis-Test).

4.2.5.2 Krankheitsbezogene Daten

Die Studienteilnehmer litten im Durchschnitt seit ca. 12 Jahren an Rheumatoider
Arthritis, wobei die Patienten der Placebogruppe im Vergleich zu den Patienten der
Weidenrindengruppe im Mittelwert eine etwas langere Krankheitsdauer aufwiesen
(Tabelle 20). Der Median lag hingegen in beiden Gruppen bei 10 Jahren. Die
maximale Krankheitsdauer betrug in der Weidenrindengruppe 18 Jahre, wahrend in
der Placebogruppe 4 Patienten Krankheitsdauern von Uber 18 Jahren aufwiesen (20,
27, 30 und 36 Jahre). Ca. 70% der Patienten waren bezuglich des Rheumafaktors
seropositiv. Radiologische Veranderungen waren bei ca. 90% der Patienten nach-
weisbar. 65% der Studienteilnehmer hatten vor Studienbeginn NSAR oder Analgetika
eingenommen, wobei etwa die Halfte dieser Patienten NSAR oder Analgetika nicht
regelmaldig, sondern nur bei Bedarf einnahm. 8 Patienten erhielten keine Basis-
therapie, 10 Patienten erhielten 1 Basistherapeutikum und 8 Patienten eine
Kombination von mindestens 2 Basistherapeutika. Ca. 40% der Patienten nahmen
orale Glukokortikoide (maximal 7,5 mg pro Tag) ein. Die Halfte der Studienteilnehmer
erhielt begleitende physikalische Therapien. Eine statistische Auswertung der RA-
Baseline-Daten (Nominaldaten: Chi-Quadrat-Test, stetige Daten: Kruskal-Wallis-
Test) ergab keine statistisch auffalligen Unterschiede zwischen den Behandlungs-
gruppen. Es wurden keine Zentrumseffekte festgestelit.
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Tabelle 20: Baseline-Daten der Rheumatoiden Arthritis

Messgrofie Weidenrinde Placebo
(n=13) (n=13)

Dauer der RA, Jahre (SD) 9,4 (5,3) 13,8 (11,5)
Funktionsklasse, n (%)

Funktionsklasse | 1(8) 2 (15)

Funktionsklasse Il 9 (69) 8 (62)

Funktionsklasse Il 3 (23) 3 (23)
Rheumafaktor nachweisbar, n (%) 10 (77) 9 (69)
Radiologische Veranderungen, n (%) 10 (77) 12 (100)*
Aktivitatskriterien bei Visite 2, n (%)

> 6 druckschmerzhafte Gelenke 10 (77) 9 (69)

> 3 geschwollene Gelenke 11 (85) 10 (77)

Morgensteifigkeit > 45 Minuten 10 (77) 9 (69)

BSG 1 Stunde > 28 mm 6 (46) 5 (38)
Vorbehandlung mit NSAR, n (%) 9 (69) 8 (62)
Basistherapie, n (%)

Monotherapie 2 (15) 8 (62)

Kombinationstherapie 6 (46) 2 (15)
Orale Glukokortikoide, n (%) 5 (38) 6 (46)
Physiotherapie, n (%) 7 (54) 6 (46)

*Fir einen Patienten fehlt die Angabe

4.2.5.3 Zielparameter

Die Baseline-Werte (vor Beginn der Prufphase bei der Visite 2) reflektieren bei allen
Zielparametern aufler dem CRP eine hdhere Krankheitsbelastung der Patienten der
Weidenrindengruppe im Vergleich zu den Patienten der Placebogruppe (Tabelle 21).
Im Hauptzielparameter, der Schmerzbeurteilung auf einer 10 cm-VAS, zeigte die
Weidenrindengruppe einen um 1 cm hdheren Baseline-Mittelwert als die Placebo-
gruppe. Abbildung 15 zeigt, dass dieser Unterschied hauptsachlich darauf zurtickzu-
fuhren ist, dass in der Placebogruppe mehr Patienten relativ geringe Schmerzwerte
aufwiesen. Die Mediane unterscheiden sich mit 5,5 cm (Weidenrinde) bzw. 5,1 cm
(Placebo) geringer als die Mittelwerte. Patienten der Weidenrindengruppe hatten
durchschnittlich 3 druckschmerzhafte und 2 geschwollene Gelenke mehr als die
Patienten der Placebogruppe. Auch beim HAQ, der Morgensteifigkeit und der BSG
zeigte sich eine hohere Krankheitsaktivitat fir die Patienten der
Weidenrindengruppe. Dies spiegelte sich auch bei den Baseline-Werten des SF-36
wieder, bei dem hdhere Werte (max. 100) einen besseren Gesundheitszustand
anzeigen. Insgesamt lasst sich festhalten, dass die Weidenrindengruppe einen
héheren Anteil schwerer erkrankter Patienten aufwies als die Placebogruppe. Diese
Unterschiede sind aufgrund des randomisierten Studiendesigns zufallig.
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Eine statistische Auswertung der Baseline-Zielparameter ergab mit Ausnahme des
Korperlichen Summenscores (und einzelnen Skalenwerten) des SF-36 keine
statistisch auffalligen Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (p-Wert des

Kruskal-Wallis-Tests unter 5%).

Tabelle 21: Baseline-Daten (Tag 0, Visite 2) der Zielparameter. Angegeben sind die Mittelwerte,
in Klammern die Standardabweichung. Beim SF-36 bedeuten hohe Werte einen besseren
Gesundheitszustand, bei allen anderen Zielparametern bedeuten niedrige Werte einen

besseren Gesundheitszustand.

. Weidenrinde Placebo p-Wert
Zielparameter (n=13) (n=13) (Kruskal-
- - Wallis-Test)
Hauptzielparameter
Schmerzen (cm) 5,5 (2,0) 4,5 (2,5) 0,218
Nebenzielparameter
Anzahl druckschmerzhafter Gelenke (max. 28) 11,0 (6,8) 7,9 (5,9) 0,247
Anzahl geschwollener Gelenke (max. 28) 8,2 (7,6) 6,2 (5,4) 0,606
HAQ Disability Index (0-3) 1,2 (0,6) 0,9 (0,6)* 0,133
Morgensteifigkeit (10 cm-VAS) 5,0(2,9) 4,5 (3,2) 0,758
SF-36
Korperlicher Summenscore (0-100) 30,8 (7,4)* 41,5 (9,2)* 0,016
Psychischer Summenscore (0-100) 52,2 (11,1) 54,4 (8,5** 1,000
BSG 1 Stunde (mm) 27,8 (19,4) 21,0 (10,2)*
CRP (mg/dl) 1,9 (1,4) 2,0(1,7)
*Fur einen Patienten fehlt die Angabe
**Fir zwei Patienten fehlen die Angaben
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Abbildung 15: Baseline-Werte (Tag 0) der Schmerz-VAS fiir die 13 Patienten der Weiden-
rindengruppe und die 13 Patienten der Placebogruppe: Dargestellt sind die Einzelwerte
und der Mittelwert der jeweiligen Behandlungsgruppe (Scatter-Plot)
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4.2.6 Auswertungen zur Wirksamkeit

Die Ergebnisse fur die einzelnen Zielparameter werden in den folgenden Abschnitten
(4.2.6.1 bis 4.2.6.4) dargestellt und abschlieRend in Tabelle 27 auf Seite 92
(Intention-to-treat-Auswertung) und Tabelle 28 auf Seite 93 (Per-protocol-Auswer-
tung) zusammengefasst.

4.2.6.1 Intention-to-treat-Auswertung des Hauptzielparameters

Abbildung 16 (links) und Tabelle 35 (Tabellenanhang) zeigen den Verlauf der
Absolutschmerzwerte (Angaben auf der VAS bei den einzelnen Visiten) fur die
Intention-to-treat-Population. Wahrend des gesamten Studienverlaufs hatten die
Patienten der Weidenrindengruppe hohere absolute Schmerzwerte als die Patienten
der Placebogruppe. Zu Therapiebeginn (Baseline, Tag 0) betrug dieser Unterschied
1 cm. Wahrend der Auswaschphase verschlechterten sich die Patienten beider
Gruppen leicht. Berlcksichtigt man, dass 65% der Patienten mit Beginn der Aus-
waschphase NSAR oder Analgetika abgesetzt hatten, war dieser Anstieg der
Schmerzwerte allerdings recht gering.

Schmerz-VAS
Unterschied zur Baseline

Schmerz-VAS 4
34 Intention-to-treat-Population
2

Verlauf der Absolutwerte
Intention-to-treat-Population

-
o
|

__________

Schmerzen (cm)
O = N W & O O N 00 ©
- /
,,/
|
i
Veranderung der Schmerzen (cm)

7 0 14 28 42 0 14 28 42
Zeitlicher Verlauf (Tage) Zeitlicher Verlauf (Tage)
—=—\Weidenrinde -4- Placebo ——Weidenrinde -+- Placebo

Abbildung 16: Verlauf der Schmerz-VAS-Werte fiir die Intention-to-treat-Population.
Links: Absolutwerte * SD, rechts: Veranderung im Vergleich zur Baseline * SD

Die durchschnittliche Standardabweichung betrug flr die Schmerz-Absolutwerte
2,42 cm, fur die Schmerzveranderung 2,23 cm. Im Studienprotokoll wurde eine
Standardabweichung der Schmerz-VAS-Werte von durchschnittlich 2,54 cm
angenommen. Somit lag die Schwankung der Messwerte im erwarteten Bereich.
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Abbildung 16 (rechts) und Tabelle 36 (Tabellenanhang) zeigen die Veranderung der
Schmerzwerte im Vergleich zum Baseline-Wert am Tag 0. Das durchschnittliche
Schmerzniveau lag fur die Patienten der Weidenrindengruppe wahrend der
gesamten Priufphase unter dem Baseline-Niveau. Zu Studienende (Tag 42) lag der
durchschnittliche Schmerzwert 0,8 cm (15%) unter dem Baseline-Wert. Die Patienten
der Placebogruppe veranderten sich hingegen nur wenig. Bei ihnen lag der durch-
schnittliche Schmerzwert zu Studienende 0,2 cm (4%) unter dem Baseline-Wert. Die
in der Intention-to-treat-Population gemessene Schmerzverringerung utber die sechs-
wochige Prufphase war also in der Weidenrindengruppe um 0,6 cm grof3er als in der
Placebogruppe.

Wertet man diesen Gruppenunterschied mit einem ANCOVA-Modell aus, in das das
Prifzentrum und der Baseline-Schmerzwert als Kovariablen eingehen, ergibt sich
lediglich ein geschatzter Unterschied in der Veranderung der Schmerz-VAS-Werte
von Visite 2 (Tag 0) zu Visite 5 (Tag 42) von —0,08 cm (95%-C.I.: -2,09 bis 1,93 cm)
zugunsten der Weidenrinde. Dieser Unterschied zwischen den Therapiegruppen ist
statistisch nicht signifikant (p=0,934).

In dieser Studie gelang es daher nicht, die Wirksamkeit des Weidenrinden-
extraktes anhand des gewahlten Hauptzielparameters statistisch signifikant zu
belegen.

Zusatzliche einfache ANCOVA-Analysen zu den Veranderungen der Schmerzen bei
den Visiten 3 und 4 zeigen, dass zu keinem Messzeitpunkt der Weidenrindenextrakt
Placebo statistisch signifikant Gberlegen ist (Tabelle 22, Abbildung 17).

Tabelle 22: Ergebnisse der einfachen ANCOVA fiir die Unterschiede zwischen Weidenrinde und
Placebo in der Verdanderung der Schmerz-VAS-Werte im Vergleich zu Visite 2 (Baseline, Tag 0)
(Intention-to-treat-Population). Negative Werte bedeuten einen Unterschied zugunsten von
Weidenrinde.

Geschatzter untere obere
Einfache ANCOVA (ITT) Unterschied Grenze Grenze p-Wert
(cm) 95%-C.I. 95%-C.I.
Veranderung bei Visite 3 (Tag 14) -0,71 -2,21 0,79 0,333
Veranderung bei Visite 4 (Tag 28) -0,15 -2,25 1,95 0,881

Veranderung bei Visite 5 (Tag 42) -0,08 -2,09 1,93 0,934
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Abbildung 17: Unterschied zwischen Weidenrinde und Placebo in der Veranderung der
Schmerz-VAS-Werte im Vergleich zu Visite 2 (Baseline, Tag 0). Dargestellt sind die mittels
einfacher ANCOVA geschéatzten Werte mit den 95% Konfidenzintervallen (Intention-to-
treat-Population). Negative Werte bedeuten einen Unterschied zugunsten von Weiden-
rinde.

Ein alternatives Repeated Measurement ANCOVA-Modell, in das statt des Einzel-
zeitpunktes der Visite 5 alle drei Visiten nach der Randomisierung eingehen,
bestatigt diese Ergebnisse (Zeitpunkt als within-subject Faktor, Baseline-Wert und
Prifzentrum als between-subject Faktoren). Hier ist der geschatzte Vorteil flr die
Weidenrindengruppe bei der Visite 5 -0,23 cm (95%-C.I.: -2,02 bis 1,55 cm; p=0,793)
(Tabelle 23).

Tabelle 23: Ergebnisse der Repeated Measurement ANCOVA fiir die Unterschiede zwischen
Weidenrinde und Placebo in der Veranderung der Schmerz-VAS-Werte im Vergleich zu Visite 2
(Baseline, Tag 0) (Intention-to-treat-Population). Negative Werte bedeuten einen Unterschied
zugunsten von Weidenrinde.

Repeated Measurement ANCOVA Geschatz_ter untere obere

(ITT) Unterschied Grenze Grenze p-Wert
(cm) 95%-C.l. 95%-C.l.

Veranderung bei Visite 3 (Tag 14) -0,53 -2,31 1,26 0,556

Veranderung bei Visite 4 (Tag 28) -0,23 -2,02 1,55 0,793

Veranderung bei Visite 5 (Tag 42) -0,23 -2,02 1,55 0,793
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Abbildung 18 und Tabelle 37 (Tabellenanhang) zeigen die Veranderung des
Hauptzielkriteriums von Tag 0 (Baseline) zu Tag 42 (Studienende) fur die einzelnen
Patienten. Betrachtet man, wie der Fallzahlabschatzung zugrunde gelegt, eine
Veranderung von 1,5 cm als klinisch relevant, so erfuhren in der Weidenrinden-
gruppe 4 Patienten eine klinisch relevante Verbesserung und ein Patient eine klinisch
relevante Verschlechterung. In der Placebogruppe erfuhren 4 Patienten eine klinisch
relevante Verbesserung und 4 Patienten eine klinisch relevante Verschlechterung. In
der Weidenrindengruppe zeigten 2 Patienten extreme Veranderungen (> 5¢cm), wobei
sich ein Patient verbesserte und einer sich verschlechterte. In der Placebogruppe
verbesserte sich ein Patient extrem (-6,4 cm). Es wird deutlich, wie bereits in
Abschnitt 4.2.5.3 beschrieben, dass die Patienten der Weidenrindengruppe im
Durchschnitt hdhere Schmerz-Baseline-Werte aufwiesen als die Patienten der
Placebogruppe. Es fallen keine Unterschiede zwischen den Priufzentren auf.

Weidenrinde ] Placebo ]
ITT-Population 10 07 ITT-Population 10

Schmerzen (cm)
Schmerzen (cm)

0 0
0 42
Studientag Studientag
—=— Tiibingen ---=-- Stuttgart —— Tibingen -~ Stuttgart
- Filderstadt ~ —=- Heidelberg —-+- Filderstadt -+~ Heidelberg

Abbildung 18: Veranderung der Schmerz-VAS-Werte von Tag 0 zu Tag 42
(Hauptmesszeitpunkt) fiir die einzelnen Patienten (diinne Linien) und den Mittelwert der
jeweiligen Behandlungsgruppe (fette Linie).
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Schmerzangaben im Tagebuch
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Abbildung 19: Geglatteter Verlauf der Schmerzangaben im Tagebuch fiir die Intention-to-
treat-Population

Wie im Studienprotokoll festgelegt, wurden die Schmerz-VAS-Werte im Tagebuch
nur zur Plausibilitatskontrolle ausgewertet. Sie stimmen recht gut mit den Schmerz-
angaben bei den Visiten Uberein. Deutlich erkennbar sind die hoheren Baseline-
Schmerzwerte der Weidenrindenpatienten am Tag 0 (5,2 versus 3,9 cm). Obwohl um
den Tag 14 die Placebopatienten héhere absolute Schmerzwerte erreichten als die
Weidenrindenpatienten, ist der Verlauf der Schmerzwerte im Tagebuch (Abbildung
19) vergleichbar mit dem Verlauf der bei den Visiten erhobenen Schmerzwerte
(Hauptzielkriterium, vgl. Abbildung 16). Auch bei den Schmerzangaben im Tagebuch
nahmen in beiden Behandlungsgruppen die Schmerzwerte Uber die sechswdchige
Priufphase leicht ab. Die grof3ten Veranderungen traten wiederum von Visite 2
(Tag 0) zu Visite 3 (Tag 14) auf (Abnahme der Schmerzwerte in der Weidenrinden-
gruppe, Zunahme in der Placebogruppe).
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4.2.6.2 Per-protocol-Auswertung des Hauptzielparameters

Im Vergleich zur Intention-to-treat-Population ist in der Per-protocol-Population flr
beide Behandlungsgruppen ein deutlicherer Anstieg der Schmerzwerte wahrend der
Auswaschphase zu erkennen (+0,6 cm in der Weidenrindengruppe; +0,5 cm in der
Placebogruppe; Abbildung 20 links und Tabelle 38 im Tabellenanhang). Diese
Schmerzzunahme ist vermutlich auf das Absetzten von Analgetika und NSAR vor
Studienbeginn (Visite 1, Tag —7) zurickzuflhren. Zu Beginn der Prifphase am Tag O
wiesen beide Gruppen identische Schmerz-Mittelwerte auf (4,9 cm). Wahrend der
Prifphase waren dann im Gegensatz zur ITT-Population die absoluten Schmerz-
werte der Placebogruppe hdher als die der Weidenrindengruppe. Der Verlauf der
Schmerzveranderung im Vergleich zur Baseline ist in beiden Gruppen ahnlich wie in
der ITT-Population (Abbildung 20 rechts und Tabelle 39 im Tabellenanhang). Der
durchschnittliche Schmerzwert der Patienten der Weidenrindengruppe lag bei
Studienende um 0,8 cm (16%) unter dem Baseline-Wert, bei den Patienten der
Placebogruppe betrug die Verbesserung im Vergleich zur Baseline 0,5 cm (10%).
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Abbildung 20: Verlauf der Schmerz-VAS-Werte fiir die Per-protocol-Population. Links:
Absolutwerte * SD, rechts: Verdanderung im Vergleich zur Baseline £ SD

Auch in der Per-protocol-Population ergibt die statistische Auswertung der Unter-
schiede in der Schmerzverringerung zwischen den Behandlungsgruppen mit einer
ANCOVA unter Einbeziehung der Kovariablen Prufzentrum und Baseline-Schmerz-
wert bei keinem der Messzeitpunkte einen statistisch signifikanten Unterschied
(Tabelle 24 und Abbildung 21). Ahnlich wie in der Intention-to-treat-Auswertung zeigt
sich ein statistisch nicht signifikanter Unterschied zugunsten der Weidenrinden-
gruppe bei der Visite 3 am Tag 14 (-0,92 cm), der aber bei der Visite 5 am Tag 42
(Hauptmesszeitpunkt) vollstandig verschwunden ist (0,05 cm Unterschied zugunsten
von Placebo).
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Somit konnte auch in der Per-protocol-Auswertung die analgetische Wirksamkeit des
Weidenrindenextraktes nicht gezeigt werden.

Tabelle 24: Ergebnisse der einfachen ANCOVA fiir die Unterschiede zwischen Weidenrinde und
Placebo in der Verdnderung der Schmerz-VAS-Werte im Vergleich zu Visite 2 (Baseline, Tag 0)
(Per-protocol-Population). Negative Werte bedeuten einen Unterschied zugunsten von Weiden-
rinde, positive Werte einen Unterschied zugunsten von Placebo.

Geschatzter untere obere
Einfache ANCOVA (PP) Unterschied  Grenze Grenze p-Wert
(cm) 95%-C.I. 95%-C.I.
Veranderung bei Visite 3 (Tag 14) -0,92 -2,68 0,84 0,279
Veranderung bei Visite 4 (Tag 28) 0,03 -2,76 2,82 0,982
Veranderung bei Visite 5 (Tag 42) 0,05 -2,50 2,61 0,965
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Abbildung 21: Unterschied zwischen Weidenrinde und Placebo in der Veranderung der
Schmerz-VAS-Werte im Vergleich zu Visite 2 (Baseline, Tag 0). Dargestellt sind die mittels
einfacher ANCOVA geschitzten Werte mit den 95% Konfidenzintervallen (Per-protocol-
Population). Negative Werte bedeuten einen Unterschied zugunsten von Weidenrinde,
positive Werte einen Unterschied zugunsten von Placebo.
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Auch die Ergebnisse der Repeated Measurement ANCOVA geben keine Anhalts-
punkte flr eine Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes auf den subjektiv empfun-
denen Schmerz (Tabelle 25). Der grofte Unterschied wird wiederum bei der Visite 3
geschatzt (-0,65 cm), ist aber mit einem p-Wert von 0,552 deutlich von einer
statistischen Signifikanz entfernt.

Tabelle 25: Ergebnisse der Repeated Measurement ANCOVA fiir die Unterschiede zwischen
Weidenrinde und Placebo in der Veranderung der Schmerz-VAS-Werte im Vergleich zu Visite 2
(Baseline, Tag 0) (Per-protocol-Population). Negative Werte bedeuten einen Unterschied
zugunsten von Weidenrinde.

Repeated Measurement ANCOVA Geschatz_ter untere obere

(PP) Unterschied Grenze Grenze p-Wert
(cm) 95%-C.l. 95%-C.l.

Veranderung zu Visite 3 (Tag 14) -0,65 -2,85 1,55 0,552

Veranderung zu Visite 4 (Tag 28) -0,28 -2,48 1,92 0,794

Veranderung zu Visite 5 (Tag 42) -0,09 -2,29 2,11 0,933
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Abbildung 22: Geglatteter Verlauf der Schmerzangaben im Tagebuch fiir die Per-protocol-
Population

Der Verlauf der Schmerzangaben im Tagebuch stimmt gut mit den bei den Visiten
gemachten Angaben auf der Schmerz-VAS Uberein. Auch im Tagebuch unterschie-
den sich die Behandlungsgruppen in der Per-protocol-Population bei Baseline nur
wenig, und ab Tag 4 lagen die Schmerzwerte der Weidenrindenpatienten unter
denen der Placebopatienten. Insgesamt war eine leichte Abnahme der Schmerzen
wahrend der Prufphase zu beobachten (Abbildung 22).
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4.2.6.3 Intention-to-treat-Auswertung der Nebenzielparameter

Druckschmerzhafte Gelenke

Abbildung 23 sowie Tabelle 40 und Tabelle 41 im Tabellenanhang zeigen den Ver-
lauf der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke. Wahrend der Auswaschphase nahm
die Anzahl druckschmerzhafter Gelenke in beiden Behandlungsgruppen um ca.
1 Gelenk zu. Wie bereits beschrieben (Abschnitt 4.2.5.3), wiesen die Weidenrinden-
patienten bei Baseline (Tag 0, Visite 2) im Mittel 3 druckschmerzhafte Gelenke mehr
auf als die Placebopatienten (11 versus 7,9). Wahrend die Anzahl druckschmerz-
hafter Gelenke in der Placebogruppe wahrend der Prufphase stetig abnahm, nahm
sie in der Weidenrindengruppe zu Tag 14 deutlich ab, zu den Folgevisiten an Tag 28
und 42 aber wieder zu. Bei Studienende (Tag 42) war die Verbesserung im Vergleich
zur Baseline in der Weidenrindengruppe geringer als in der Placebogruppe (-1,0
versus —2,1).
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Abbildung 23: Verlauf der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke fiir die ITT-Population.
Links: Absolutwerte * SD, rechts: Veranderung im Vergleich zur Baseline * SD

Die statistische Auswertung dieses Unterschieds zwischen den Behandlungsgruppen
in der Verringerung der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke von Baseline zu
Studienende ergibt einen tendenziellen Vorteil der Placebogruppe, der allerdings
statistisch nicht auffallig ist (p=0,254, ANCOVA). Mit einem geschatzten Unterschied
von mehr als 2 betroffenen Gelenken (2,30; 95%-C.l.: -1,78 bis 6,37) kann dieser
Unterschied jedoch als klinisch relevant angesehen werden.
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Geschwollene Gelenke

Abbildung 24 sowie Tabelle 42 und Tabelle 43 im Tabellenanhang zeigen den
Verlauf der Anzahl geschwollener Gelenke. Bei Baseline (Tag 0) hatten die Weiden-
rindenpatienten im Mittelwert 2 geschwollene Gelenke mehr als die Placebo-
patienten, die Mediane unterschieden sich hingegen nicht. Im Verlauf der Prifphase
veranderte sich die Anzahl der geschwollenen Gelenke in beiden Gruppen nur

geringfugig.
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Abbildung 24: Verlauf der Anzahl geschwollener Gelenke fiir die ITT-Population.
Links: Absolutwerte * SD, rechts: Veranderung im Vergleich zur Baseline * SD

Mit dem einfachen ANCOVA-Modell zeigt sich bei Studienende ein geringer Vorteil
zugunsten von Placebo, der jedoch weder statistisch auffallig noch klinisch relevant
ist (geschatzter Unterschied: 0,82; 95%-C.l.: -3,35 bis 5,00; p=0,685).

Health Assessment Questionnaire (HAQ)

Der Health Assessment Questionnaire erfasst die kdrperliche Funktionsfahigkeit der
Patienten und beinhaltet Fragen zu Einschrankungen bei Alltagstatigkeiten (Zeit-
fenster 1 Woche). Mdgliche Scorepunkte reichen von 0 bis 3, wobei hdhere Werte
groliere Einschrankungen anzeigen. Wie bei anderen Zielparametern zeigt sich auch
im HAQ die hohere Krankheitsbelastung der Weidenrindenpatienten. Wahrend der
Studie veranderte sich der Index in beiden Gruppen fast nicht. Absolutwerte und
Veranderungen des HAQ Disability Index sind in Tabelle 44 und Tabelle 45 im
Tabellenanhang dargestellt.
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Der mittels ANCOVA geschatzte Unterschied in der Veranderung des Indexes von
Baseline zu Studienende betragt —0,05 Scorepunkte zugunsten von Weidenrinde
(95%-C.1.: -0,27 bis 0,16; p=0,596) und ist damit weder statistisch auffallig noch
klinisch relevant.

Morgensteifigkeit

Abbildung 25 sowie Tabelle 46 und Tabelle 47 im Tabellenanhang zeigen den
Verlauf der VAS-Werte zur Morgensteifigkeit. Die Morgensteifigkeit nahm in der
Weidenrindengruppe etwas starker ab als in der Placebogruppe. Dieser Unterschied
ist moglicherweise auf die Tatsache zuruckzufuhren, dass die Morgensteifigkeit in
der Weidenrindengruppe wahrend der Auswaschphase auf der VAS von 4,2 auf
5,0 cm leicht zunahm, wahrend sie in der Placebogruppe unverandert bei 4,5 cm
blieb. Es konnte sein, dass damit bei der Weidenrindengruppe ein zufallig hoher Wert
als Baseline vorlag, der dann ein gro3eres Potenzial fur Verbesserungen aufwies.
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Abbildung 25: Verlauf der VAS-Werte zur Morgensteifigkeit fiir die ITT-Population.
Links: Absolutwerte * SD, rechts: Veranderung im Vergleich zur Baseline * SD

Die Auswertung der Veranderung der Morgensteifigkeit von Baseline (Tag 0) zu
Studienende (Tag 42) mittels ANCOVA ergibt einen geschatzten Unterschied von
—0,44 cm zugunsten von Weidenrinde (95%-C.l.: -2,71 bis 1,83). Mit einem p-Wert
von 0,690 ist dieser Unterschied statistisch nicht auffallig.
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Gesamturteil Patient

An den Tagen 14, 28 und 42 bewerteten die Patienten den Therapieerfolg mit Hilfe
einer 10 cm-VAS mit den Extremwerten ,viel besser bei 0 cm und ,, viel schlechter®
bei 10 cm. Ein Kreuz bei 5 cm bedeutete keine Veranderung der Krankheitsaktivitat.
Bei der vom Patienten vorgenommenen Beurteilung des Therapieerfolgs schnitt die
Weidenrindengruppe bei den Visiten 3 (Tag 14) und 4 (Tag 28) etwas besser ab als
die Placebogruppe. Durchschnittlich gingen die Weidenrindenpatienten von einer
leichten Verbesserung ihrer Krankheitsaktivitat aus, wahrend die Placebopatienten
eine leichte Verschlechterung angaben. Bei Studienende (Visite 5, Tag 42) war
dagegen kein Unterschied zwischen den Therapiegruppen auszumachen: mit 5,2
bzw. 5,3 cm lagen beide Mittelwerte nahe der 5,0 und damit der angenommenen
Wirkungslosigkeit (Abbildung 26 und Tabelle 48 im Tabellenanhang).
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Abbildung 26: Verlauf der Patientenurteile iiber den Therapieerfolg (Beurteilung der
Krankheitsaktivitit im Vergleich zur Baseline) fiir die Intention-to-treat-Population.
10 cm-VAS: 0 cm = ,,viel besser*, 5 cm = ,,unverandert®, 10 cm = ,,viel schlechter®

Die statistische Auswertung mit einem ANCOVA-Modell (Prifzentrum als Kovariable)
ergibt einen marginalen geschatzten Unterschied von 0,13 cm zugunsten von
Placebo (95%-C.l.: -1,72 bis 1,99 cm), der mit einem p-Wert von 0,889 statistisch
nicht auffallig ist.
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Gesamturteil Arzt

Im abschliefenden Gesamturteil des Arztes schnitt die Weidenrinde um etwa 1 cm
schlechter ab als Placebo (Tabelle 49 im Tabellenanhang). Bei den Weidenrinden-
patienten gaben die Arzte eine geringe Verschlechterung der Krankheitsaktivitat an
(5,8 cm), bei den Placebopatienten hingegen nahezu keine Veranderung (4,8 cm).
Der mittels ANCOVA geschatzte Unterschied betragt 0,95 cm zugunsten von
Placebo (95%-C.l.: -0,70 bis 2,60; p=0,260).

Abbildung 27 vergleicht die abschlieRenden Gesamturteile von Arzt und Patient. Fur
die Weidenrindenpatienten konstatierten sowohl Arzte als auch Patienten eine
geringe Verschlechterung der Krankheitsaktivitat, die Urteile fur die Placebogruppe
bewegen sich um die 5,0, den Wert fur eine unveranderte Krankheitsaktivitat.
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Abbildung 27: Vergleich der abschlieBenden Gesamturteile iiber den Therapieerfolg
(Beurteilung der Krankheitsaktivitat zu Studienende im Vergleich zur Baseline) von Arzt
und Patient. Dargestellt sind Einzelwerte und Mittelwerte (Scatter-Plot). 10 cm-VAS:
0 cm = “viel besser“, 5 cm = ,,unverandert“, 10 cm = ,,viel schlechter*
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Beurteilung der Lebensqualitat (SF-36)

Die Beurteilung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat wurde anhand des SF-
36-Fragebogens vorgenommen, in dem die Patienten 36 Fragen zu ihrer subjektiven
Gesundheitseinschatzung beantworteten. Diese Fragen kénnen 8 Dimensionen
(Subskalen) zugeordnet werden und in einem Korperlichen, einem Psychischen und
einem Gesamt-Summenscore zusammengefasst werden. Die Scorepunkte reichen
von 0 bis 100, wobei héhere Werte eine hdhere Lebensqualitat anzeigen.

In allen 8 Subskalen und 3 Summenskalen gaben die Weidenrindenpatienten bei
Baseline niedrigere Werte, das heil’t, eine niedrigere Lebensqualitat, an als die
Placebopatienten (Tabelle 50 im Tabellenanhang). Ein Gruppenvergleich der
Baseline-Werte mit dem Kruskal-Wallis-Test ergab statistische auffallige Unter-
schiede (p<0,05) fur die Subskalen Schmerz, Koérperliche Funktion, Korperliche
Rollenfunktion und Soziale Funktion sowie fur den Korperlichen Summenscore.

Veranderung der Lebensqualitat (SF-36)
Studienende versus Baseline
25- Intention-to-treat-Population

IRl T

Veranderung des Score (0-100)

A B C D E F G H||I J K

Subskalen Summenskalen

I \\V eide 1 Placebo

Abbildung 28: Veranderung der Lebensqualitit (Studienende versus Baseline). Positive
Werte bedeuten eine Verbesserung, negative Werte eine Verschlechterung. Dargestelit
sind die Mittelwerte fiir die 8 Subskalen und die 3 Summenskalen (Intention-to-treat-
Population). A = Gesundheitswahrnehmung, B = Schmerz, C = Vitalitat, D = Emotionale
Rollenfunktion, E = Korperliche Funktion, F = Korperliche Rollenfunktion, G = Psychi-
sches Wohlbefinden, H = Soziale Funktion, | = Kérperlicher Summenscore, J = Psychi-
scher Summenscore, K = Gesamt-Summenscore
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Abbildung 28 und Tabelle 51 (Tabellenanhang) zeigen, dass sich zu Studienende im
Vergleich zum Baseline-Wert die Placebopatienten in allen Dimensionen
verschlechterten. Wie im Hauptzielkriterium (Schmerz-VAS) war auch beim
Schmerzscore des SF-36 (Balken B in Abbildung 28) die Schmerzverringerung bei
den Weidenrindenpatienten grof3er als bei den Placebopatienten, die beim Schmerz-
score des SF-36 sogar eine leichte Schmerzzunahme zeigten.

Auffallig sind die deutlichen Unterschiede zwischen den Weidenrinden- und den
Placebopatienten in den Subskalen Emotionale und Korperliche Rollenfunktion
(Balken D und F in Abbildung 28). Diese Skalen driicken aus, in welchem Ausmalf}
emotionale Probleme bzw. der korperliche Gesundheitszustand die Arbeit oder
andere tagliche Aktivitaten beeintrachtigen. Abbildung 29 zeigt flr einzelne Patienten
die Veranderung der Emotionalen und Korperlichen Rollenfunktion. Obwohl die
Mehrzahl der Patienten sich in den beiden Dimensionen nicht verandert hat, gaben in
der Dimension Emotionale Rollenfunktion 3 Weidenrindenpatienten Verbesserungen
und 4 Placebopatienten Verschlechterungen an. Bei der Korperlichen Rollenfunktion
verbesserten sich 5 Weidenrindenpatienten, wahrend sich 3 Placebopatienten leicht
verbesserten und 4 sich zum Teil deutlich verschlechterten.

SF-36 (ITT-Population) SF-36 (ITT-Population)
Veranderung der Veranderung der
Emotionalen Rollenfunktion Korperlichen Rollenfunktion
100+ - 100+
80+ 80- .
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Abbildung 29: Veranderung der SF-36-Scores in den Dimensionen Emotionale Rollenfunktion
(links) und Korperliche Rollenfunktion (rechts). Dargestellt sind die Werte fiir die einzelnen
Patienten und die Mittelwerte der Gruppen (Scatter-Plot).



90 4 Ergebnisse

Wie Tabelle 26 zeigt, ergibt die statistische Auswertung fur alle Sub- und Summen-
skalen Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen zugunsten der Weidenrinde
(nur bei der Gesundheitswahrnehmung ist der geschatzte Unterschied 0). Das heilf3t,
die beobachteten Unterschiede bleiben auch in der ANCOVA, in der ja die
niedrigeren Baseline-Werte der Weidenrindenpatienten berucksichtigt werden,
bestehen. Trotz der zum Teil grol3en geschatzten Unterschiede (Emotionale Rollen-
funktion 25,8; Korperliche Rollenfunktion 29,6) erreichen die Unterschiede keine
statistische Auffalligkeit (Tabelle 26).

Tabelle 26: Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen in der Veranderung der SF-36
Scores (0-100) von Baseline (Visite 2, Tag 0) zu Studienende (Visite 5, Tag 42): einfache
ANCOVA (Intention-to-treat-Population). Ein positiver Wert bedeutet einen Unterschied
zugunsten von Weidenrinde.

Geschitzter untere Grenze obere Grenze

SF-36 (ITT) Unterschied  95%-C.l. o5%-cl.  PWert
Gesundheitswahrnehmung 0,0 -12,3 12,3 0,998
Schmerz 3,4 -14,4 21,2 0,710
Vitalitat 9,1 -3,4 21,6 0,152
Emotionale Rollenfunktion 25,8 -7,5 59,2 0,129
Korperliche Funktion 7,7 -11,2 26,6 0,426
Korperliche Rollenfunktion 29,6 -10,3 69,6 0,146
Psychisches Wohlbefinden 6,2 -9.1 21,5 0,427
Soziale Funktion 10,7 -2,9 24,2 0,124
Kérperlicher Summenscore 3,0 -3,7 9,7 0,382
Psychischer Summenscore 5,4 -2,0 12,8 0,155

Akutphasereaktanten BSG und CRP

Die durchschnittliche Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) bei Baseline
(Visite 2, Tag 0) betrug 27,8 mm in der Weidenrindengruppe und 21,0 mm in der
Placebogruppe. Somit zeigt sich auch in der BSG die hohere Krankheitsaktivitat der
Weidenrindenpatienten. Die Baseline-Werte fur das C-reaktive Protein (CRP) unter-
schieden sich mit 1,9 mg/dl (Weidenrinde) und 2,0 mg/dl (Placebo) hingegen kaum
(Tabelle 52 im Tabellenanhang).

Die Akutphasereaktanten BSG und CRP veranderten sich wahrend der Auswasch-
phase gegenlaufig, was darauf hindeutet, dass sich die entzindliche Aktivitat nicht
tatsachlich verandert hat. Wahrend der Prufphase sanken in der Weidenrinden-
gruppe BSG und CRP leicht (um -1,3 mm bzw. -0,2 mg/dl), wahrend sie in der
Placebogruppe anstiegen (um 4,0 mm bzw. 0,5 mg/dl) (Tabelle 53 im Tabellen-
anhang). In der statistischen Auswertung (ANCOVA) ergibt sich fur beide Akutphase-



4.2 Klinische Studie 91

reaktanten ein geschatzter Therapieunterschied zugunsten von Weidenrinde. Der
geschatzte Unterschied bei der BSG von —5,95 mm (95%-C.1.: -14,05 bis 2,15 mm)
ist mit einem p-Wert von 0,141 statistisch nicht auffallig. Fir das CRP ergibt sich ein
ebenfalls statistisch nicht auffalliger geschatzter Unterschied von -0,74 mg/dl
(95%-C.1.: -2,01 bis 0,54 mg/dl; p=0,243).

ACR-20-Responder

Nur 2 Patienten in der Weidenrindengruppe und 1 Patient in der Placebogruppe
erfullten die Kriterien des American College of Rheumatology fur eine
,verbesserung“ und zahlen als ACR-20-Responder. Aufgrund der kleinen absoluten
Zahlen ist der Unterschied im Cochrane-Mantel-Haenszel-Test (Prufzentrum als
Stratifizierungsvariable) statistisch nicht auffallig (p=0,549).

4.2.6.4 Per-protocol-Auswertung der Nebenzielparameter

Zur Per-protocol-Auswertung der Nebenzielparameter sei auf die zusammen-
fassende Darstellung in Tabelle 28 auf Seite 93 verwiesen.

Wie bei den Schmerz-VAS-Werten war auch bei der Anzahl druckschmerzhafter und
geschwollener Gelenke der Baseline-Unterschied zwischen den Behandlungs-
gruppen in der Per-protocol-Population deutlich geringer als in der Intention-to-treat-
Population. In der Per-protocol-Population wiesen die Weidenrindenpatienten bei
Baseline nur noch ein druckschmerzhaftes Gelenk mehr auf bei vergleichbarer
Anzahl geschwollener Gelenke. Die Baseline-Werte fur die Morgensteifigkeit lagen in
der Weidenrindengruppe sogar unter denen der Placebogruppe. Dies mag daran
liegen, dass die bei der Weidenrindengruppe in der ITT-Population aufgetretene
Zunahme der Morgensteifigkeit wahrend der Auswaschphase in der PP-Population
nicht zu beobachten war. Im HAQ-Score, dem Korperlichen Summenscore des
SF-36 und der BSG drlckte sich auch in der Per-protocol-Population eine hohere
Krankheitsbelastung der Weidenrindenpatienten aus.

In der Per-protocol-Auswertung zeigt sich fur keines der untersuchten Neben-
zielkriterien ein statistisch auffalliger Unterschied zwischen Weidenrindenextrakt und
Placebo. Die geschatzten Effekte sind mit denen der Intention-to-treat-Auswertung
vergleichbar. Lediglich beim Health Assessment Questionnaire und beim C-reaktiven
Protein wird der in der ITT-Auswertung beobachtete leichte Vorteil zugunsten von
Weidenrinde in der PP-Auswertung nicht bestatigt. Die beiden ACR-20-Responder in
der Weidenrindengruppe der ITT-Population wurden von der PP-Population ausge-
schlossen, so dass letztlich in der PP-Population nur 1 Placebopatient die Kriterien
fur eine ACR-20-Response erfllt.
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4.2.6.5 Zusammenfassung der Zielparameter

Tabelle 27 und Tabelle 28 fassen die Ergebnisse der Intention-to-treat-Auswertung
und der Per-protocol-Auswertung zusammen.

Intention-to-treat-Auswertung

Tabelle 27: Ergebnisse der Intention-to-treat-Auswertung. Beim SF-36 werden Gruppenunter-
schiede (Weide versus Placebo) zugunsten von Weidenrinde durch positive Werte
ausgedriickt, bei allen anderen Zielkriterien durch negative Werte.

Mittelwerte der Wirksamkeitsparameter  visite 5 - Visite 2  Visite 5 - Visite 2

Zielparameter (ITT) _ Visite1 Visite2 Visite3 Visited Visite5 Diferenzder Geschitzter
Messbereich Therapie Tag(-X) Tag0 Tag14 Tag28 Tag 42 Mittelwerte Unterschied Weide p-Wert
(Optimum) X=4-10 Baseline innerhalb der vs Placebo

Gruppen (95%-C.1.)

Hauptzielparameter

W 51" 55 4,9 5,2 4,7 0,8
Schmerzen -0,08 (-2,09; 1,93)  0,934*
0cm-10 cm (0 cm) P 4.4" 4,5 4,7 4,8 43 0,2
Nebenzielparameter
Joint Count
w n 11,0 8,6 9,2 10,0 -1,0
Druckschmerzhaft 9,9 2,30 (178:6,37)  0,254*
0-28 (0) P 6,8" 7.9 7.2 6,5 5,8 2,1
w n 8,2 77 7.4 7,5 -0,7
Geschwollen 83 0,82 (-3,35;5,00) 0,685
0-28 (0) P 5,3" 6,2 5,8 5,2 5,0 -1,2
W 1,2 1,2 1,2 1,2 0,0
HAQ -0,05 (-0,27;0,16)  0,596*
0-3 (0) P 0,9" 0,9 0,8 0,9 0,1
s w n 5,0 42 4,7 3,9 11
Morgensteifigkeit 4,2 0,44 (2,71:1,83)  0,690*
0cm- 10 cm (0 cm) P 45" 45 45 3,9 4,2 0,3
Gesamturteil Patient
0 cm = viel besser W (5,00 46" 46" 5,3" 0,3
ve : ' ' 0,13 (-1,72;1,99) 0,889"
10 cm = viel schlechter P (5,0) 5.6 5.4 52 0,2 ( )
Gesamturteil Arzt
0 cm = viel besser W (5,0) 5,8" 0,8 0.95 (0.70: 2.60) 0.260"
10 cm = viel schlechter p (5,0) 48 02 ’ e ’
SF-36
Koperlicher Summen- w 30,8" 33,1 2,6
3,0(-3,7,97 0,382*
score 0-100 (100) =] 41,5 39,7 1,3 ( )
i - w 52,2V 51,5 0,6
Psychischer Summen 5.4 (2,0: 12,8) 0,155*
score 0-100 (100) P 54,42 50,0 -3,3
Akutphasereaktanten
. w 256" 27,8 26,5 13
BSG in mm -5,95 (-14,05; 2,15)  0,141*
P 21,52 21,0Y 25,8 4,0
) w 24" 1,9 1,7 -0,2
CRP in mg/d| -0,74 (-2,01; 0,54)  0,243*
P 1,8% 2,0 2,5 0,5
w 2
ACR-20-Responder o ] 0,549*

W: Weidenrinde; P: Placebo

" Bei einem Patienten fehlt der Messwert bzw. kann der HAQ Disability Index oder der SF-36-
Summenscore nicht berechnet werden.

2 Bei 2 Patienten fehlt der Messwert bzw. kann der SF-36-Summenscore nicht berechnet werden.

* einfache ANCOVA, Baseline-Wert und Prifzentrum als Kovariablen

T einfache ANCOVA, Priifzentrum als Kovariable

* Cochrane-Mantel-Haenszel-Test, Priifzentrum als Stratifizierungsvariable
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Per-protocol-Auswertung

Tabelle 28: Ergebnisse der Per-protocol-Auswertung. Beim SF-36 werden Gruppenunter-
schiede (Weide versus Placebo) zugunsten von Weidenrinde durch positive Werte
ausgedriickt, bei allen anderen Zielkriterien durch negative Werte.

Mittelwerte der Wirksamkeitsparameter Visite 5 - Visite 2  Visite 5 - Visite 2

Ziel ter (PP i 3
ielparameter (PP) Visite 1 Visite2 Visite3 Visite4 Visite5 Diiferenz der Geschatzter

Messbereich Therapie i Mittelwerte Unterschied Weide p-Wert
(Optimum) ?3451);) B::SIiae Tag14 Tag28 Tag42 innerhalb der vs Placebo
Gruppen (95%-C.1.)
Hauptzielparameter
W 4,3 4,9 4,0 4,5 41 -0,8
Schmerzen 0,05 (-2,50; 2,61) 0,965*
0 cm -10 cm (0 cm) P 4,4 4,9 4,9 5,0 4,4 -0,5
Nebenzielparameter
Joint Count
Druckschmerzhaft w 5.4 7 79 7.1 [ 0.0 1,58 (-0,62; 3,79) 0,144*
0-28 (0) P 57 6,9 6,5 6,2 54 1,5 ’ B ’
w 6,1 4,6 6,4 6,6 6,0 1,4
Geschwollen 1,08 (-2,31; 4,46) 0,501*
0-28 (0) P 4,0 4,7 4,7 4,7 4,5 0,2
W 1,1 1,2 1,2 1,2 0,1
HAQ 0,07 (-0,12; 0,26) 0,443*
0-3 (0) P 0,9" 0,9 0,8 0,9 0,0
Morgensteifigkeit w 42 3,8 33 3,5 3,3 -0,5 ) .
0cm- 10 cm (0 cm) P 48 51 47 40 43 0,8 0.12(3.10:285) 0931
Gesamturteil Patient
0 cm = viel besser w (5,0) 4,5 4.8 5,2 0,2 ) +
10 cm = viel schlechter p (5.0) 55 59 50 0.0 0,30 (-2,17;2,78) 0,810
Gesamturteil Arzt
0 cm = viel besser w (5,0) 6,4 1.4 ) +
10 cm = viel schlechter p (5.0) . 03 1,74 (-0,18; 3,66) 0,076
SF-36
Képerlicher Summen- s 33,1 36,3 3,2 _ .
score 0-100 (100) ) 4162 39,3 15 4.2 (4.0:124) 0314
Psychischer Summen- w 56,0 53,2 2.8 2,7 (-5,5;11,0)  0,517*
score 0-100 (100) =] 54,82 50,4 -3,0 ’ T ’
Akutphasereaktanten
_ w 26,1 28,7 27,3 1.4
BSG in mm b 215 " 26.0 42 -5,74 (-18,87; 7,39) 0,357*
, 20,8 , ,
. W 2,0 1,8 2,3 0,5
CRP in mg/dl P . . 1 03 0,24 (-1,29;1,78) 0,738*
W 0 +
ACR-20-Responder b ; 0,425

W: Weidenrinde; P: Placebo

" Bei einem Patienten fehlt der Messwert bzw. kann der HAQ Disability Index nicht berechnet werden
2 Bei 2 Patienten kann der SF-36-Summenscore nicht berechnet werden.

* einfache ANCOVA, Baseline-Wert und Prifzentrum als Kovariablen

T einfache ANCOVA, Priifzentrum als Kovariable

* Chi-Quadrat-Test
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4.2.6.6 Schlussfolgerungen zur Wirksamkeit

In dieser Studie gelang es nicht, die Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes anhand
des gewahlten Hauptzielparameters statistisch signifikant zu belegen. Neben der
fehlenden statistischen Signifikanz zeigt auch die GroRe der geschatzten Effekte,
dass eine Klinisch relevante Schmerzverringerung durch den Weidenrindenextrakt
unwahrscheinlich ist. Im Studienprotokoll wurde ein Unterschied in der Schmerz-
veranderung von 1,5 cm als klinisch relevant betrachtet. Eine Power-Analyse der
Studienergebnisse ergibt, dass die Wahrscheinlichkeit, dass der wahre Unterschied
zwischen Weidenrinde und Placebo 1,5 cm oder mehr betragt, bei 7% liegt
(ANCOVA, Prufzentrum und Baseline-Schmerzwert als Kovariablen). Die Wahr-
scheinlichkeit, dass der wahre Effekt mindestens 1 cm ist, betragt 17%, ein Effekt
von 0,5 cm oder mehr ist mit 33-prozentiger Wahrscheinlichkeit anzunehmen. Die
statistische Aussagekraft der Studie ist daher trotz der geringen Fallzahl recht grof3,
und es ist unwahrscheinlich, dass ein klinisch relevanter Effekt des Weidenrinden-
extraktes Ubersehen wurde.

Das Ergebnis der ANCOVA-Analyse des Hauptzielparameters scheint den in der
Studienpopulation gemessenen Daten zunachst zu widersprechen. Dort wurden
durchaus Unterschiede zwischen den Therapiegruppen sichtbar (eine um 0,6 cm
groliere Schmerzverringerung unter Weidenrinde im Vergleich zu Placebo in der ITT-
Population). Diese scheinbare Diskrepanz ist vermutlich durch die unterschiedlichen
Ausgangsschmerzwerte der beiden Therapiegruppen zu erklaren. Da die Baseline-
Werte der Weidenrindengruppe durchschnittlich héher lagen als die der Placebo-
gruppe, ist ein etwas groRerer Abfall in dieser Gruppe zu erwarten. Dieses wird in der
ANCOVA-Analyse durch Adjustierung bezlglich des Baseline-Wertes berucksichtigt.
Bei gleichen Ausgangsschmerzwerten ist der Therapievorteil der Weidenrinde daher
vernachlassigbar.

Ebenso scheint es, als ob die Unterschiede im Hauptzielparameter zwischen
Weidenrinde und Placebo bei der Visite 3 groRer waren als bei den Visiten 4 oder 5.
Die verschiedenen statistischen Modelle zeigen zwar bei der Visite 3 einen
geschatzten Therapievorteil von 0,71 cm (einfache ANCOVA) bzw. 0,53 cm
(Repeated Measurement ANCOVA) an, doch sind auch diese Werte weit von einer
statistischen Signifikanz entfernt. Es ist daher davon auszugehen, dass die Unter-
schiede von Visite zu Visite eher zufallig sind als dass sie eine systematische
Tendenz aufzeigen. Hierflr spricht auch, dass die GroRe der Effekte je nach
statistischem Modell relativ stark variiert.

Auch die Auswertung der Nebenzielparameter ergibt keine klinisch relevante oder
statistisch auffallige Uberlegenheit des Weidenrindenextraktes gegeniiber Placebo.
Zwar sind bei machen Nebenzielparametern (HAQ, Morgensteifigkeit, SF-36,
Akutphasereaktanten BSG und CRP) Tendenzen zugunsten der Weidenrinde
erkennbar, jedoch zeichnet sich bei anderen Zielparametern (druckschmerzhafte
Gelenke, geschwollene Gelenke, Gesamturteil Patient, Gesamturteil Arzt) eine
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Tendenz zugunsten von Placebo ab. Es ist daher anzunehmen, dass es sich um
zufallsbedingte Schwankungen handelt.

Die Ergebnisse der Per-protocol-Auswertung bestatigen im Wesentlichen die
Ergebnisse der Intention-to-treat-Auswertung. Auch in dieser Population, in der ein
bestehender Therapieeffekt leichter nachweisbar sein musste, sind keine relevanten
oder statistisch auffalligen Gruppenunterschiede zu verzeichnen. Allerdings beruht
die Per-protocol-Auswertung auf relativ geringen Fallzahlen, so dass die statistische
Aussagekraft eingeschrankt ist.

4.2.7 Auswertungen zur Sicherheit

4.2.7.1 Patientenurteil zur Vertraglichkeit

Bei der Abschlussvisite beurteilten die Patienten die Vertraglichkeit des Prif-
medikaments anhand einer 10 cm-VAS mit den Extremwerten 0 cm: ,sehr gut® bis
10 cm: ,sehr schlecht®. Nach dem Urteil der Patienten waren beide Therapien gut
vertraglich. Die Patienten gaben eine durchschnittliche Vertraglichkeit von 1,4 cm
(Weidenrinde) bzw. 0,9 cm (Placebo) an. Der Unterschied zugunsten von Placebo
war statistisch nicht auffallig (p=0,414; ANCOVA, Prifzentrum als Kovariable).

4.2.7.2 Labordaten

Sicherheitslaborparameter wurden bei den Visiten 1 und 5 erhoben. Eine statistische
Auswertung der Gruppenunterschiede flur die Veranderung der Laborwerte von Visite
1 zu Visite 5 ergibt einen statistisch auffalligen p-Wert von 0,029 (Kruskal-Wallis-
Test) fur die Lymphozyten. Wahrend der Anteil der Lymphozyten in der Weiden-
rindengruppe von durchschnittlich 26,7% auf 21,0% fiel, stieg er in der Placebo-
gruppe von 18,7% auf 19,3%. Diese Unterschiede sind vermutlich eher auf
Ungleichheiten zwischen den Therapiegruppen als auf tatsachliche systematische
Lymphozytenabfalle unter Weidenrinde zurlckzufuhren. Hierflir sprechen zwei
Tatsachen: Zum einen lag der Mittelwert der Weidenrindengruppe auch noch bei
Visite 5 Uber dem der Placebogruppe. Zum anderen befanden sich bei Visite 1 in der
Placebogruppe zwei Patienten mit Lymphozytenwerten unterhalb des Normbereichs
(6,1% bzw. 8,5%; Normbereich 10% bis 50%), wahrend zwei Patienten mit sehr
hohen Werte in der Weidenrindengruppe auftraten (49,1% bzw. 62,9%). Aus
statistischer Sicht ist es daher wahrscheinlich, dass Nivellierungen auftraten.

Zu relevanten Erhdéhungen einzelner Laborparameter kam es nur bei einzelnen
Patienten (Tabelle 29). Hierbei wird eine Erhohung als relevant bezeichnet, wenn der
Wert bei Visite 1 innerhalb des Normbereichs und bei Visite 5 mehr als 30% oberhalb
des oberen Normwerts liegt. In der Weidenrindengruppe hatte ein Patient (Random-
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Nr. 549) bei der Abschlussvisite einen leicht erhéhten Gamma-GT-Wert. Ein Zusam-
menhang mit der Weidenrindeneinnahme ist jedoch unwahrscheinlich, da der Patient
bereits vor der Studienteilnahme bei regelmafligen Blutuntersuchungen erhéhte
Gamma-GT-Werte aufwies. Ein weiterer Patient der Weidenrindengruppe (Random-
Nr. 553) zeigte einen deutlichen Anstieg der Serum-GOT und der Serum-GPT von
Visite 1 zu Visite 5. Bei einer Blutuntersuchung zwei Wochen nach Studienende und
bei weiteren regelmafligen Kontrollen lagen die Serum-GOT- und Serum-GPT-Werte
wieder im Normbereich, obwohl der Patient auf arztliche Verordnung weiterhin ein
mit dem Priufmedikament vergleichbares Weidenrindenpraparat einnahm. Somit ist
auch hier nicht von einem Zusammenhang mit der Einnahme von Weidenrinden-
extrakt auszugehen. In der Placebogruppe traten bei 3 Patienten relevante Labor-
wertveranderungen auf, wobei bei 2 Patienten die Monozyten und bei einem
Patienten die Serum-GOT erhdht waren (Tabelle 29).

Tabelle 29: Laborwertverdanderungen von innerhalb des Normbereichs bei Visite 1 auf liber 30%
oberhalb des oberen Normwerts bei Visite 5. Die Normbereiche sind zentrumsspezifisch und
geschlechtsspezifisch.

Random- Therapie Pruf- Parameter Norrn- Visite Visite Veran-
Nr. zentrum bereich 1 5 derung
549 w Heidelberg Gamma-GT (U/I) <28 23 40 17
553 w Heidelberg Serum-GOT (U/l) <15 6 47 41
553 w Heidelberg Serum-GPT (U/l) <19 5 52 47
402 P Tibingen Monozyten (%) 2-8 4,7 10,5 5,8
403 P Tibingen Monozyten (%) 2-8 3,2 10,7 7,5
555 P Heidelberg Serum-GOT (U/l) <15 15 38 23

W: Weidenrinde, P: Placebo

4.2.7.3 Unerwinschte Ereignisse

Unerwiinschte Ereignisse wahrend der Auswaschphase

Tabelle 30 listet alle Unerwlinschten Ereignisse (UEs) auf, die bereits wahrend der
Auswaschphase auftraten und daher nicht mit der Studienmedikation in Zusammen-
hang stehen konnen. Insgesamt traten wahrend der Auswaschphase 4
Unerwlinschte Ereignisse auf, die die Organsysteme ,Zentrales und peripheres
Nervensystem® (3 UEs) und ,Verdauungstrakt“ (1 UE) betrafen.
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Tabelle 30: Unerwiinschte Ereignisse wahrend der Auswaschphase (ITT-Population)

Random- Therapie Prif- Unerwiinschtes schwer- Beginn Ende Inten- Kausa- MaRB- Verlauf
Nr. P zentrum  Ereignis wiegend Tag Tag sitat litit nahmen
Zentrales und peripheres Nervensystem

403 P Tubingen  Mudigkeit nein -3 -3 1 1 1 1
409 w Tibingen  Schwindelgefihl nein 0 0 1 1 1 1
410 P Tubingen  Kopfschmerzen nein -6 -6 1 1 1 1
Verdauungstrakt

403 P Tldbingen  Sodbrennen nein -3 4 1 2 6 1

W: Weidenrinde; P: Placebo

Beginn und Ende beziehen sich auf den Tag der Randomisierung (Tag 0).

Intensitat: 1=leicht, 2=mittel, 3=schwer

Kausalitdt:  1=unwahrscheinlich, 2=mdglich, 3=wahrscheinlich, 4=sicher, 5=nicht bewertbar

MaRnahmen: 1=keine, 2=Dosisreduktion der Prifmedikation, 3=Absetzen und Neubeginn der
Prifmedikation, 4=endgliltiges Absetzen der Prifmedikation, 5=Anderung oder
Absetzen begleitender Medikation, 6=zuséatzliche Medikation, 7=Krankenhausaufenthalt
notwendig oder verlangert, 8=andere

Verlauf: 1=reversibel, = 2=gebessert, = 3=unverandert, 4=verschlechtert, = 5=verstorben,
6=unvollstdndige Nachuntersuchung

Unerwiinschte Ereignisse wahrend der Priifphase

Tabelle 31 zeigt eine Zusammenfassung der wahrend der Prifphase aufgetretenen
Unerwlnschten Ereignisse, geordnet nach den Organsystemen der WHO Adverse
Reaction Terminology. Eine Auflistung der einzelnen Unerwilnschten Ereignisse
findet sich in Tabelle 32.

Tabelle 31: Unerwiinschte Ereignisse wahrend der Prifphase: zahlenmaBige Erfassung in
beiden Behandlungsgruppen (ITT-Population), geordnet nach Organsystemen

Anzahl Unerwiinschter Ereignisse (UEs)

Organsystem (WHO-ART)

Weidenrinde Placebo

Respirationstrakt 2 3
Zentrales und peripheres Nervensystem 2 1

Haut und Hautanhangsgebilde 1 1

Verdauungstrakt 0 2
Muskel und Skelettsystem 1 0
Bindegewebsveranderungen 1 0
Gesamtzahl der UEs 7 7
Gesamtzahl der Patienten mit UEs 7 6*

* Ein Patient hatte zwei Unerwiinschte Ereignisse
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Tabelle 32: Unerwiinschte Ereignisse wahrend der Priifphase, geordnet nach Organsystemen

Random- Priif- Unerwiinschtes schwer- Beginn Ende Inten- Kausa- MaR-

Nr. Therapie zentrum  Ereignis wiegend Tag Tag sitit litat nahmen Verlauf

Respirationstrakt

408 w Tuabingen  Erkaltung (Husten, nein 8 2 1 6 2
Schnupfen)

448 w Stuttgart  Sinusitis nein 18 2 1 6 2

403 P Tudbingen  Erkaltung mit Husten nein 6 44 1 1 6 1

und Schnupfen,
respiratorischer Infekt

406 P Tubingen  Sinusitis nein 40 2 1 1 3
555 P Heidelberg Grippaler Infekt nein 24 28 2 1 6 1
Zentrales und peripheres Nervensystem

407 w Tubingen  Kopfschmerzen nein 8 25 1 1 1 1
409 w Tubingen  Schwindelgefihl nein 19 21 1 1 1 1
411 P Tubingen  Kopfschmerzen nein 1 1 2 1 1 1
Haut und Hautanhangsgebilde

553 w Heidelberg Juckreiz an den Armen  nein 8 15 1 2 1 1
410 P Tudbingen  Verschlechterung einer  nein 10 34 1 1 6 1

vorbestehenden, seit
Jahren rezidivierend
auftretenden Haut-

rétung
Verdauungstrakt
403 P Tudbingen  Bauchschmerzen, nein 5 11 2 2 6 1
Bauchkrampfe
550 P Heidelberg Diarrhoe nein 3 5 1 2 1 1
Muskel- und Skelettsystem
549 w Heidelberg Bandscheibenvorfall nein 6 2 1 4 2

Bindegewebsveranderungen
552 w Heidelberg Geschwollener linker nein 31 2 1 1 3
Fuld (durch Arthritis)

Legende siehe Tabelle 30

Nach Therapiebeginn traten in der Weidenrindengruppe 7 Unerwinschte Ereignisse
bei 7 Patienten auf, in der Placebogruppe waren es 7 Unerwunschte Ereignisse bei 6
Patienten. Von den 14 Unerwulnschten Ereignissen wurde bei 11 ein Zusammenhang
mit der Prufmedikation vom Prufarzt als unwahrscheinlich eingestuft. Nur 3
Unerwlnschte Ereignisse kdonnen durch einen mdglichen Zusammenhang mit der
Prifmedikation als Unerwlnschte Arzneimittelwirkung bezeichnet werden
(1 Weidenrinde, 2 Placebo). Bei der Unerwlinschten Arzneimittelwirkung des
Weidenrindenpatienten handelte es sich um ,Juckreiz an den Armen®, der jedoch als
sleicht” eingestuft wurde und ohne Absetzen der Prufmedikation und ohne zusatz-
liche Behandlungen wieder verschwand. Die am haufigsten genannten Uner-
wunschten Ereignisse waren Erkaltungskrankheiten.
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Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich des Auftretens
Unerwlnschter Ereignisse sind statistisch nicht auffallig: Der Vergleich der Anzahl
der Patienten mit Unerwlinschten Ereignissen ergibt einen p-Wert von 0,695 (Chi-
Quadrat-Test), der Vergleich der Haufigkeit Unerwiinschter Ereignisse pro Patient
einen p-Wert von 0,862 (Kruskal-Wallis-Test).

4.2.7.4 Schlussfolgerungen zur Sicherheit

Der Weidenrindenextrakt wurde von den Patienten als gut vertraglich beurteilt. Die
erhobenen Laborwerte ergeben keinen Hinweis auf systematische Laborwert-
veranderungen unter Weidenrinde. Nur bei einem Unerwlnschten Ereignis eines
Weidenrindenpatienten wurde der Zusammenhang mit der Prufmedikation als
mdglich eingestuft. Dabei handelte es sich um leichten Juckreiz an den Armen, der
ohne Absetzen der Prifmedikation und ohne zusatzliche Behandlungen vollstandig
zuruckging. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei um eine
leichte allergische Reaktion handelte.

Zur Beurteilung der Sicherheit einer Therapie mit Weidenrindenextrakt muss jedoch
bertcksichtigt werden, dass die Anzahl von 13 mit Weidenrinde behandelten
Patienten gering ist. Aus den Studienergebnissen lassen sich daher hinsichtlich der
Sicherheit keine validen Schlussfolgerungen ziehen.
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5 Diskussion

5.1 Pharmakologische Untersuchungen

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten pharmakologischen Untersu-
chungen zeigen, dass standardisierter Weidenrindenextrakt in vitro die COX-1- und
COX-2-Aktivitat und in geringerem Ausmal die Freisetzung von TNFa und IL-1
hemmt. Jedoch wurde in keinem der verwendeten Testsysteme eine Hemmung der
COX-Aktivitat oder Zytokin-Freisetzung nach oraler Einnahme einer therapeutischen
Dosis des gleichen Weidenrindenextraktes durch gesunde Probanden nachgewie-
sen. Offensichtlich erreichten die fur den in vitro-Effekt verantwortlichen Inhaltsstoffe
keine ausreichend hohen Konzentrationen im Blut der Probanden. Dies konnte durch
eine niedrige Konzentration der wirksamen Bestandteile im Extrakt oder durch phar-
makokinetische Faktoren wie ein geringes Ausmald der Resorption, eine metaboli-
sche Inaktivierung oder ein grofles Verteilungsvolumen bedingt sein. Es ist
beispielsweise moglich, dass die in vitro-Hemmung der Zyklooxygenase auf anti-
oxidativen Effekten pflanzlicher Gerbstoffe beruht, die bekanntermallen eine
schlechte Bioverfugbarkeit aufweisen [Bravo 1998; Scalbert et al. 2000].

Die verwendeten Methoden sind valide. Die ermittelten 1Cso-Werte der Referenz-
substanzen Diclofenac (COX-1-Assay), Celecoxib (COX-2-Assay) und Dexametha-
son (Zytokin-Assay) liegen in der GroRRenordnung von publizierten Werten dieser
Substanzen im Vollblutassay [Finch-Arietta et al. 1991; Foster et al. 1993; Hartman
et al. 1995; Brideau et al. 1996; Cryer et al. 1998; Chan et al. 1999]. Die Validitat und
Empfindlichkeit der ex vivo-Methoden wurde durch Kontrollversuche mit Diclofenac
bestatigt, die mit fruheren Studien vergleichbare Werte lieferten [Tegeder et al. 1999;
Van Hecken et al. 2000].

Um die Power der ex vivo-Studie abschatzen zu konnen, wurde fur jedes Testsystem
die Wahrscheinlichkeit einer 80-prozentigen Hemmung durch Weidenrinde berechnet
(t-Test, n=3). Dieser Wert, eine 80-prozentige Hemmung, wird fur die COX-2-Aktivitat
zum Erzielen eines therapeutischen Effekts als notwendig betrachtet [Warner et al.
1999]. Die Power der Studie war ausreichend, um eine 80-prozentige Hemmung mit
p<0,05 in allen Testsystemen zu allen Zeitpunkten ausschlieRen zu konnen, mit Aus-
nahme des 2-Stunden-Werts im COX-1-Assay (p=0,10). Daher waren die Ergebnisse
der ex vivo-Studie trotz der geringen Probandenzahl (n=3) so deutlich, dass die ur-
sprunglich vorgesehene Ausweitung der Studie auf 10 Probanden aus wissenschaft-
lichen und ethischen Grinden nicht gerechtfertigt erschien.

In der Probandenstudie wurden nur die Effekte nach Einnahme einer Einzeldosis
Weidenrindenextrakt untersucht. Effekte im Steady State, nach einer mehrtagigen
oder mehrwochigen Einnahme von Weidenrindenextrakt, wurden nicht betrachtet.
Untersuchungen mit Diclofenac [Tegeder et al. 1999], Nimesulid [Panara et al. 1998]
und selbst mit dem lang-wirksamen Meloxicam [Tegeder et al. 1999] zeigen jedoch,
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dass zumindest die Effekte dieser COX-Inhibitoren im Steady State nicht deutlicher
ausgepragt sind als nach einer Einzeldosis.

Die vorliegenden Ergebnisse der ex vivo-Untersuchungen stimmen mit den Ergeb-
nissen der Studie zur Pharmakokinetik von Weidenrindenextrakt durch Schmid et al.
[2001] uUberein: In den ublichen therapeutischen Dosierungen ergeben Weiden-
rindenpraparate keine therapeutischen Blutspiegel an Salicylsaure. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass die schwache Hemmung der COX-Aktivitat durch freie Salicylate
[Cryer et al. 1998; Giuliano et al. 2001] ex vivo nicht beobachtet werden konnte. Im
18. und 19. Jahrhundert wurden Weidenrinde oder der Inhaltsstoff Salicin jedoch in
deutlich héheren als den heute Ublichen Dosierungen angewendet [Stone 1763;
Buchner 1828; Maclagan 1876]. So ist es denkbar, dass diese hohen Dosierungen
analgetisch und eventuell auch antiinflammatorisch wirksame Salicylat-Serum-
konzentrationen ergaben.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbare Effekte wurden auch fur Teufels-
krallenpraparate beschrieben, die in Deutschland ebenfalls zur Behandlung rheuma-
tischer Beschwerden zugelassen sind. Teufelskrallenwurzel-Extrakte zeigten in vitro
in humanen Vollblutassays eine Hemmung der Calciumionophor A23187-stimulierten
Cysteinyl-Leukotrien-Biosynthese und der gerinnungsinduzierten Thromboxan-
Biosynthese. Dabei lagen die ICso-Werte in der selben Grélkenordnung wie die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen ICso-Werte fur eine COX-, TNFa- und IL-1pB-
Hemmung durch Weidenrindenextrakt [Tippler et al. 1996; Loew et al. 2001]. Nach
oraler Einnahme von 1800 mg des gleichen Teufelskrallenwurzel-Extraktes durch
drei gesunde Probanden konnte hingegen ex vivo im Blut der Probanden in keinem
der beiden Testsysteme eine Hemmwirkung beobachtet werden [Loew et al. 2001].
Somit konnten auch fur Extrakte aus Teufelskrallenwurzel in vitro-Effekte nach oraler
Einnahme (ex vivo) nicht nachgewiesen werden.

Die vorliegenden pharmakologischen Untersuchungen widerlegen die Hypothese,
dass eine orale Therapie mit dem untersuchten Weidenrindenextrakt so wie nicht-
steroidale Antirheumatika Uber eine Hemmung der COX-2 wirken kdénnte.
Behauptungen zum Wirkmechanismus der Weidenrinde Uber eine COX- und
Zytokinhemmung ohne wissenschaftliche Nachweise [Chrubasik 2000; Chrubasik et
al. 2001b; Chrubasik et al. 2002a; Chrubasik et al. 2002b] erscheinen damit nicht
gerechtfertigt. Aus den vorliegenden pharmakologischen Untersuchungen kann
jedoch nicht gefolgert werden, dass Weidenrindenextrakt klinisch unwirksam ist. Es
ist denkbar dass andere, noch unerforschte Wirkmechanismen der Wirksamkeit von
Weidenrinde zugrunde liegen.
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5.2 Klinische Studie

In der vorliegenden Pilotstudie konnte eine Wirksamkeit von standardisiertem
Weidenrindenextrakt bei Rheumatoider Arthritis nicht gezeigt werden. Die Ergeb-
nisse der Pilotstudie geben keinen Hinweis, dass eine grofere Studie in dieser Indi-
kation lohnenswert ware. Im Studienprotokoll wurde ein Therapieunterschied von
mindestens 1,5 cm Schmerzverringerung auf einer 10 cm-VAS als klinisch relevant
angenommen. Um die Power der Studie einzuschatzen, wurde die Wahrscheinlich-
keit berechnet, dass ein Therapievorteil des Weidenrindenextraktes gegenuber
Placebo von mindestens 1,5 cm zwar tatsachlich besteht, aber in dieser Studie nicht
nachgewiesen werden konnte. Diese Wahrscheinlichkeit betragt 7% (einfache
ANCOVA, Prufzentrum und Ausgangsschmerzwert als Kovariablen). Somit ist die
statistische Aussagekraft dieser Pilotstudie trotz der geringen Patientenzahl recht
grof3. Auch in Anbetracht der Tatsache, dass in keinem der erhobenen Zielparameter
ein Therapievorteil der Weidenrinde nachgewiesen werden konnte, ist es unwahr-
scheinlich, dass eine Folgestudie mit mehr Patienten andere Schlussfolgerungen
ergeben warde.

Die Hauptauswertung der Zielkriterien erfolgte durch eine ANCOVA (Analysis of
covariance) unter Einbeziehung der Kovariablen Prufzentrum und Baseline-Wert.
Das Prifzentrum diente als Kovariable, um einen moglichen Einfluss des
Prufzentrums auf die Zielparameter zu berucksichtigen. Der Baseline-Wert wurde als
Kovariable einbezogen, weil die Verdnderung von Baseline als Zielkriterium definiert
wurde. Damit entspricht die im Studienprotokoll getroffene Festlegung der
Kovariablen den Empfehlungen der EMEA [2001].

Um zu Uberprifen, wie stark das Ergebnis im Hauptzielkriterium vom gewahlten
statistischen Test abhangt, wurden zusatzlich zur Hauptauswertung durch die einfa-
che ANCOVA erganzende Auswertungen vorgenommen. Das Studienprotokoll sah
die erganzende Auswertung durch eine Repeated Measurement ANCOVA vor, in der
als zusatzliche Kovariable die Zeit modelliert wurde. Dabei wurde das Ergebnis der
Hauptauswertung bestatigt. In einer post-hoc Analyse (nicht im Studienprotokoll
vorgesehen) wurde ein einfacher t-Test ohne Einbeziehung von Kovariablen durch-
gefuhrt. Der p-Wert von 0,583 zeigt, dass auch ohne Berucksichtigung von Pruf-
zentrum und Ausgangsschmerzwert keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen erkennbar sind. Somit sind die Ergebnisse robust, das heilt,
verschiedene statistische Tests kommen zum gleichen Ergebnis.

In allen Zielkriterien zeigte sich eine hinsichtlich der Krankheitsaktivitat ungleiche
Verteilung der Patienten auf die Behandlungsgruppen. Da in dieser Studie von einer
erfolgreichen Randomisierung ausgegangen werden kann, muss diese Ungleich-
verteilung auf Zufall beruhen. In der statistischen Auswertung wurden die unter-
schiedlichen Baseline-Werte als Kovariablen berucksichtigt. Dennoch andert sich
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auch ohne Einbeziehung der Baseline-Werte in die statistische Auswertung am
Studienergebnis nichts (siehe oben).

Der Weidenrindenextrakt war insgesamt gut vertraglich. Nur bei einem Weiden-
rindenpatienten trat ein Unerwunschtes Ereignis mit einem moglichen Zusammen-
hang mit der Prifmedikation auf (leichter Juckreiz). Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich hierbei um eine allergische Reaktion handelte. Da bereits
andere Studien Hinweise auf ein allergisches Potenzial von Weidenrindenextrakt
ergaben (vgl. Abschnitt 2.1.7), ist diese Beobachtung von besonderem Interesse.

In der vorliegenden Studie wurde entsprechend den allgemeinen Empfehlungen eine
Mindestkrankheitsaktivitat als Einschlusskriterium gefordert. Ca. 40% der gescreen-
ten Patienten (34 von 89 Patienten) wurden von einer Studienteilnahme ausge-
schlossen, weil sie die Aktivitatskriterien nicht erflllten. Hier wird die Veranderung in
der Behandlungsstrategie der Rheumatoiden Arthritis deutlich. Vor einigen Jahren
wurden Patienten mit Rheumatoider Arthritis so lange wie moglich ausschlie3lich mit
NSAR und erst spat im Krankheitsverlauf mit Basistherapeutika behandelt. Viele der
Patienten wiesen damals nach Absetzen ihrer Schmerzmedikation eine hohe Krank-
heitsaktivitat auf. Heute werden Basistherapeutika nach Diagnosestellung so frih wie
mdglich eingesetzt. Es gibt daher viele Patienten, die auf die Einnahme von NSAR
ganz verzichten koénnen (in Deutschland nahm der Anteil der RA-Patienten, die
NSAR einnehmen, von ca. 75% im Jahr 1995 auf ca. 50% im Jahr 2000 ab [Zink et
al. 2002]), oder die auf ein Absetzen der NSAR-Therapie nicht mit einer deutlichen
Verschlechterung ihrer Krankheitsaktivitat reagieren. Auch in Studien mit NSAR bei
Rheumatoider Arthritis wird das Nicht-Erfullen der Aktivitatskriterien als wesentlicher
Grund fur Screening-failures genannt [Schnitzer et al. 1999; Matsumoto et al. 2002].

Insgesamt wurden in dieser Studie 26 von 89 gescreenten Patienten randomisiert
(29%). Tatsachlich interessierten sich noch deutlich mehr als die gescreenten 89
Patienten flir eine Studienteilnahme, jedoch konnte eine Studienteilnahme bereits bei
dem telefonischen Erstkontakt ausgeschlossen werden. Diese Beobachtung stimmt
mit der Feststellung von Rau [2002] Uberein, dass wegen der strikten Ein- und Aus-
schlusskriterien nur ca. 10-20% der Patienten an rheumatologischen klinischen
Studien teilnehmen kdnnen.
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5.2.1 Vergleich mit NSAR-Studien bei Rheumatoider
Arthritis

Wie bereits beschrieben, wurde im Studienprotokoll der klinisch relevante Unter-
schied in der Schmerzverringerung auf einer 10 cm-VAS zwischen Verum und
Placebo auf 1,5 cm festgelegt. Dieser Wert wurde in einem Delphi-Konsensus-
Verfahren von sechs Rheumatologen uUbereinstimmend festgesetzt [Bellamy 1993].
Betrachtet man neuere klinische Studien mit NSAR bei Rheumatoider Arthritis, so
stellt man fest, dass 1,5 cm Unterschied zwischen Verum und Placebo nur in weni-
gen Studien erreicht werden. Tabelle 3 auf Seite 18 fuhrt NSAR-Studien bei
Rheumatoider Arthritis auf, die die international anerkannten Zielkriterien des ACR
[Felson et al. 1993] bzw. der WHO/ILAR [Boers et al. 1994] verwenden. Bensen et al.
[2002] berichten nach 12-wochiger Therapie einen Unterschied in der
Schmerzverringerung zwischen Valdecoxib (40 mg pro Tag) und Placebo von
1,77 cm und zwischen Naproxen (500 mg zweimal taglich) und Placebo von 1,56 cm
(geschatzte Werte mittels ANCOVA; Prufzentrum und Baseline-Wert als Ko-
variablen). Matsumoto et al. [2002] fanden fur Etoricoxib (90 mg pro Tag) eine um
1,58 cm und far Naproxen (500 mg zweimal taglich) eine um 0,91 cm grol3ere
Schmerzreduktion im Vergleich zu Placebo (zeitgewichtete durchschnittliche Veran-
derung vom Baseline-Wert Uber 12 Wochen). Fur Rofecoxib und Celecoxib werden
gemessene Unterschiede im Vergleich zu Placebo von ca. 0,7 bis 1,1 cm angegeben
[Schnitzer et al. 1999; Simon et al. 1999]. Allerdings lassen sich die Ergebnisse ver-
schiedener Studien mit unterschiedlichen Designs und statistischen Auswertungen
nur schwer vergleichen. Dennoch lieRe sich aus diesen Werten ableiten, dass
Weidenrindenextrakt auch bei einer Schmerzreduktion von ca. 1 cm im Vergleich zu
Placebo eine Alternative zu anderen Schmerzmitteln darstellen kdonnte. Die Power-
Analyse der vorliegenden Pilotstudie zeigt, dass ein Therapievorteil der Weidenrinde
von mindestens 1 cm mit 83-prozentiger Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden
kann.

In dieser Pilotstudie lagen die Placeboeffekte deutlich unter den in anderen Studien
gemessenen Effekten. Bei den in Tabelle 3 auf Seite 18 aufgefuhrten Studien lag die
Schmerzreduktion in den Placebogruppen zwischen 0,9 und 1,7 cm. Der Anteil der
ACR-20-Responder betrug zwischen 27 und 35%. Demgegenuber verbesserten sich
in der Weidenrindenstudie die Placebopatienten nur um durchschnittlich 0,2 cm. Nur
einer von 13 Placebopatienten erflllte die Kriterien fur eine ACR-20-Response (8%).
Mit Ausnahme der Studie von Emery et al. [1999] verwendeten alle zitierten Studien
ein Flare-Design. Das bedeutet, die Patienten mussten nach der Auswaschphase
eine Mindestkrankheitsaktivitat und eine Verschlechterung im Vergleich zur
Screening-Visite aufweisen (,Flare®). Bei den Studien von Geusens et al. [2002],
Schnitzer et al. [1999], Bensen et al. [2002] und Matsumoto et al. [2002] wurde aus-
drucklich die Einnahme von NSAR vor Studienbeginn als Einschlusskriterium gefor-
dert. Durch das Absetzen der NSAR bei Studienbeginn konnten sich die Patienten
wahrend der Auswaschphase tatsachlich oder auch nur vermeintlich verschlechtern
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(Erwartungs-Bias). Es ist daher mdglich, dass die Baseline-Werte aufgrund der er-
warteten Verschlechterung eine hohere als die tatsachliche Krankheitsaktivitat dar-
stellen und sich die Patienten mit Beginn der Prifphase unabhangig von der Thera-
pie verbessern. Auch die geforderte Mindestaktivitat birgt die Gefahr, dass Uberhdhte
Baseline-Werte angegeben werden, um Patienten in eine Studie aufnehmen zu
kénnen [Rau 2002]. Dies wird besonders bei Gelenkzahlungen deutlich, bei denen
Arzte bei der Baseline-Visite haufig eine hdhere Anzahl druckschmerzhafter oder
geschwollener Gelenke zahlen als bei den Folgevisiten. Aus den genannten Griinden
wird bei Studien mit Flare-Design vielfach eine hohe Placebo-Response beobachtet
[FDA 1999]. In der vorliegenden Weidenrindenstudie wurde eine Einnahme von
NSAR vor Studienbeginn nicht als Einschlusskriterium gefordert. Ca. 65% der
Patienten (17 von 26) nahmen vor Studienbeginn NSAR ein, etwa die Halfte dieser
Patienten jedoch nur bei Bedarf (8 von 17). Es ist daher anzunehmen, dass die er-
wartete Verschlechterung wahrend der Auswaschphase eine geringere Rolle spielt
als bei den zitierten Studien. Es ist jedoch denkbar, dass durch die Forderung einer
Mindestkrankheitsaktivitat teilweise Uberhdhte Baseline-Werte angegeben wurden.
Dies konnte die Abnahme der Anzahl druckschmerzhafter und geschwollener Ge-
lenke um 2 Gelenke bzw. 1 Gelenk in der Placebogruppe mitbegrinden.

Im Einklang mit den obigen Ausflihrungen steht die Beobachtung, dass die Baseline-
Schmerzwerte in der vorliegenden Studie (Weidenrinde 5,5 cm; Placebo 4,5 cm) in
der selben GroRenordnung wie die bei Emery et al. [1999] gemessenen Ausgangs-
schmerzwerte liegen, jedoch niedriger als bei Studien mit Flare-Design (Ausgangs-
schmerzwerte zwischen 6,5 und 7 cm bei Simon et al. [1999] und bei Bensen et al.
[2002]).

5.2.2 Vergleich mit Weidenrindenstudien

Zeitgleich und mit vergleichbaren Rahmenbedingungen wie die vorliegende Pilot-
studie bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis wurde eine randomisierte, kon-
trollierte, doppelblinde Studie bei ambulanten Patienten mit Cox- und Gonarthrose
durchgefuhrt [Biegert 2003]. Zusatzlich zu den Behandlungsgruppen mit Weidenrinde
(entsprechend 240 mg Salicin pro Tag) und Placebo wurde eine Diclofenac-Gruppe
(100 mg pro Tag) aufgenommen. Die Auswaschphase dauerte analog zur RA-Studie
4 bis 10 Tage, die Priifphase 6 Wochen. Ziel der Studie war die Uberpriifung der von
Schmid et al. [2000] beschriebenen Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes bei
ambulanten Arthrosepatienten und der Vergleich der Wirkstarke von Weidenrinden-
extrakt mit Diclofenac.

127 Patienten wurden randomisiert (43 Weidenrinde, 43 Diclofenac, 41 Placebo). Im
Hauptzielkriterium, der Veranderung der Schmerzdimension des WOMAC-Arthrose-
Indexes, zeigte sich am Ende der sechswdchigen Prufphase kein signifikanter Unter-
schied zwischen Weidenrinde und Placebo (geschatzter Unterschied: -0,28 cm;
95%-C.1.: -1,21 bis 0,64 cm; p= 0,548; ANCOVA). Der Unterschied zwischen Diclofe-



5.2 Klinische Studie 107

nac und Placebo wurde hingegen mit -1,80 cm (95%-C.l.: -2,72 bis —0,88 cm; p=
0,0002; ANCOVA) berechnet. Diese Ergebnisse wurden durch alle Nebenzielkriterien
(WOMAC-Teilscores zu Steifigkeit und Funktionsfahigkeit, WOMAC-Gesamtscore,
Gesamtbeurteilung des Therapieerfolgs durch Patient und Arzt, Beurteilung der
Lebensqualitat durch den SF-36) unterstitzt. Damit konnte die von Schmid et al.
[2000] beobachtete Wirksamkeit des Weidenrindenextraktes in dieser Studie nicht
bestatigt werden. Die Qualitdt und Power der Studie zeigen sich in der deutlich
nachgewiesenen Wirksamkeit von Diclofenac.

Insgesamt ergibt sich mit Abschluss der Arthrose-Studie von Biegert [2003] und der
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten RA-Pilotstudie kein einheitliches Bild
bezlglich der klinischen Wirksamkeit von standardisiertem Weidenrindenextrakt
(Tabelle 33).

Tabelle 33: Randomisierte, kontrollierte Studien mit Weidenrindenextrakt. Das Ergebnis bezieht
sich auf die Wirksamkeit des untersuchten Weidenrindenextraktes.

Studie Kontrolle Indikation Ergebnis
Schmid et al. [2000] Placebo Arthrose positiv
Chrubasik et al. [2000] Placebo Rickenschmerzen positiv
Chrubasik et al. [2001b] Rofecoxib Rickenschmerzen positiv
Biegert [2003] Diclofenac, Placebo Arthrose negativ
Vorliegende Pilotstudie Placebo Rheumatoide Arthritis negativ

In der Arthrose-Studie von Biegert [2003] und der vorliegenden Studie bei
Rheumatoider Arthritis wurde der eingesetzte Weidenrindenextrakt von der Firma
Finzelberg in Andernach bezogen; es wurden identische Chargen verwendet.
Schmid et al. [2000] erhielten den Extrakt von Salushaus in Bruckmduhl.
Extraktionsmittel und Salicingehalt waren bei beiden Extrakten gleich. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in der Extraktzusammensetzung die
Studienergebnisse beeinflussen. Es ist dennoch sehr unwahrscheinlich, dass
geringfugige Schwankungen in der Extraktzusammensetzung zu grundsatzlich
verschiedenen Studienergebnissen fuhren.

Die von Chrubasik et al. [2000; 2001b] durchgefuhrten Ruckenschmerzstudien
lassen sich mit den Studien bei Arthrose und Rheumatoider Arthritis nur schwer ver-
gleichen. Wahrend zur Diagnose der Cox- und Gonarthrose und der Rheumatoiden
Arthritis prazise Diagnosekriterien vorliegen [Altman et al. 1986; Arnett et al. 1988;
Altman et al. 1991], existieren diese fur Ruckenschmerzen nicht [Deutsche Gesell-
schaft fur Rheumatologie 2000]. Somit wurde in diesen Studien ein sehr variables
Patientenkollektiv untersucht. Weiterhin wurde mit dem ,Anteil schmerzfreier
Patienten ein Hauptzielkriterium gewahlt, das international nicht anerkannt ist.
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Die beiden Arthrose-Studien von Schmid et al. [2000] und Biegert [2003]
entsprechen in ihrem Design den internationalen Empfehlungen [Bellamy et al.
1997]. Sie unterscheiden sich im untersuchten Patientenkollektiv: Wahrend Schmid
et al. [2000] stationare Patienten einer Rheuma-Klinik untersuchten, wahlte Biegert
[2003] ein ambulantes Studiendesign, das die Bedingungen der klinischen Praxis
besser wiedergibt. Weiterhin betrug die Prifphase bei Schmid et al. [2000]
2 Wochen, bei Biegert [2003] hingegen 6 Wochen. Uber die zweiwdchige Priifphase
war bei Schmid et al. [2000] eine zunehmende Schmerzlinderung unter
Weidenrindentherapie zu erkennen, die allerdings erst beim Hauptmesszeitpunkt
nach 14 Tagen knapp statistische Signifikanz erreichte (p=0,047). Es kann nicht aus-
geschlossen werden, dass dieser Verlauf keinen echten Trend, sondern zufallige
Schwankungen wiederspiegelt. Auffallig ist der fehlende Placeboeffekt, der Ublicher-
weise zu einer deutlichen Verringerung der Gruppenunterschiede fuhrt. Die bei
Schmid et al. [2000] gemessene Schmerzverringerung (Studienende versus
Baseline) in der Weidenrindengruppe war mit 0,48 cm nicht sehr hoch. Da sich die
Placebogruppe aber um 0,1 cm verschlechterte, erreichte der Unterschied zwischen
Weidenrinde und Placebo in der Auswertung (ANOVA) statistische Signifikanz. In der
Studie von Biegert [2003] lag der Placeboeffekt mit einer Verbesserung von 0,50 cm
(Studienende versus Baseline) in der tUblichen GréRenordnung.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte Pilotstudie bei Rheumatoider Arthritis ist
die erste Studie, die die Wirksamkeit von Weidenrindenextrakt bei einer entzindli-
chen rheumatischen Erkrankung untersucht. Dabei zeigte sich weder eine analgeti-
sche (Schmerz-VAS, druckschmerzhafte Gelenke), noch eine antiinflammatorische
(geschwollene Gelenke, BSG, CRP) Wirksamkeit. Obwohl in der Beurteilung der
Lebensqualitat keine statistisch signifikanten Unterschiede auftraten, war eine deutli-
che Uberlegenheit der Weidenrinde in den Subskalen Emotionale und Kérperliche
Rollenfunktion zu erkennen. Wie in Abschnitt 4.2.6.3 dargestellt, beruhen diese
Unterschiede auf der deutlichen Veranderung einzelner Patienten. Es scheint, als ob
bei einigen Weidenrindenpatienten die durch seelische oder koérperliche Probleme
bedingten Schwierigkeiten bei der Arbeit oder bei alltaglichen Tatigkeiten
abgenommen hatten. Im Vergleich hierzu wurde bei der Arthrose-Studie von Biegert
[2003] in den genannten Subskalen kein Unterschied zwischen Weidenrinde und
Placebo festgestellt (p=0,89 bzw. p=0,77). Dies unterstutzt die Vermutung, dass es
sich nicht um tatsachliche, sondern um zufallige Gruppenunterschiede handelt, wie
sie bei multiplen Testungen auftreten kdnnen. Daher lassen sich aus diesen Ergeb-
nissen keine neuen Hypothesen generieren.
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5.3 Fazit

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten pharmakologischen und
klinischen Untersuchungen unterstitzen die These einer Wirksamkeit von standardi-
siertem Weidenrindenextrakt nicht. Zusammen mit der Arthrose-Studie von Biegert
[2003] und der Pharmakokinetik-Studie von Schmid et al. [2001] erhoht sich die
Evidenz gegen eine Wirksamkeit von Weidenrindenextrakt. Wie von Schmid et al.
[2001] gezeigt, erreichen die im Weidenrindenextrakt enthaltenen Salicylate nach
Einnahme Ublicher Dosen keine therapeutischen Serumkonzentrationen und kénnen
eine Wirksamkeit alleine nicht begrunden. In den in dieser Arbeit durchgefuhrten
pharmakologischen Untersuchungen konnte nach oraler Einnahme von Weiden-
rindenextrakt keine Hemmung der COX-1- und COX-2-Aktivitat oder der TNFa- und
IL-1B-Freisetzung nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass nicht nur die Salicylsaure-
derivate, sondern auch andere Inhaltsstoffe nicht in ausreichenden Konzentrationen
im Blut vorliegen, um eine entsprechende Hemmung zu bewirken. In Anbetracht der
widerspruchlichen klinischen Datenlage ist es wahrscheinlich, dass Weidenrinden-
extrakte langfristig nur dann einen Platz in der Schmerztherapie einnehmen kdnnen,
wenn der Nachweis eines pharmakologischen Wirkmechanismus gelingt.
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Patientenliste

Tabelle 34: Randomisierte Patienten einschlieBlich der Zuteilung zur Per-protocol-Population

E:ndom- Therapie Priifzentrum P::)-s;?at;zzl-
400 Weidenrinde Tldbingen ja
401 Weidenrinde Tldbingen ja
402 Placebo Tlbingen ja
403 Placebo Tlbingen ja
404 Weidenrinde Tdbingen ja
405 Placebo Tlbingen ja
406 Placebo Tlbingen ja
407 Weidenrinde Tdbingen ja
408 Weidenrinde Tdbingen ja
409 Weidenrinde Tdbingen nein
410 Placebo Tlbingen ja
411 Placebo Tlbingen ja
448 Weidenrinde Stuttgart nein
449 Placebo Stuttgart ja
500 Placebo Filderstadt ja
501 Weidenrinde Filderstadt ja
548 Placebo Heidelberg ja
549 Weidenrinde Heidelberg nein
550 Placebo Heidelberg ja
551 Weidenrinde Heidelberg nein
552 Weidenrinde Heidelberg nein
553 Weidenrinde Heidelberg nein
554 Placebo Heidelberg nein
555 Placebo Heidelberg ja
556 Placebo Heidelberg nein
557 Weidenrinde Heidelberg ja
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Schmerz-VAS

Tabelle 35: Absolutwerte der Schmerz-VAS fiir die Intention-to-treat-Population
Schmerzen (cm) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

1 -7 12 5,1 1,5 5,2 2,6 7,7
2 0 13 5,5 2,0 55 20 7,7
Weidenrinde 3 14 13 4,9 2,6 5,3 0,9 8,8
4 28 13 52 2,4 6,1 0,4 8,2
5 42 13 4,7 2,4 4,7 1,3 8,2
1 -7 12 4,4 1,8 4,7 1,4 7,4
2 0 13 4,5 2,5 5,1 0,3 7,4
Placebo 3 14 13 4,7 2,8 4,7 0,7 8,5
4 28 13 4,8 3,1 4,2 0,3 9,2
5 42 13 4,3 3,0 4,5 0,3 9,2

Tabelle 36: Veranderung der Schmerzwerte im Vergleich zum Baseline-Wert (Intention-to-treat-
Population)

Schmerzveranderung im Vergleich zur Baseline (cm) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

3 14 13 -0,6 1,6 -0,6 -4,0 2,0
Weidenrinde 4 28 13 -0,3 2,7 -0,2 -5,1 5,0
5 42 13 -0,8 24 -0,7 -5,3 5,0
3 14 13 0,2 1,7 0,4 -4,2 2,2
Placebo 4 28 13 0,2 2,3 0,6 -4,2 3,9
5 42 13 -0,2 2,7 -0,2 -6,4 2,9

Tabelle 37: Schmerz-VAS-Werte (in cm) der einzelnen Patienten. Angegeben sind die Werte bei
Visite 2 (Baseline) und Visite 5 (Studienende) sowie die Verdnderung von Visite 2 zu Visite 5.

Weidenrinde Placebo

Random- Priif- \'/ V5 Random- Priif- V2 V5
Nr. zentrum Tag 0 Tag 42 VSVZ N zentrum Tag 0 Tag 42 Vs-v2
400 Tubingen 5,0 4,7 -0,3 402 Tubingen 1,9 1,7 -0,2
401 Tilbingen 2,0 1,3 -0,7 403 Tubingen 6,3 4,5 -1,8
404 Tubingen 4,7 21 -2,6 405 Tibingen 7.4 7,0 -0,4
407 Tubingen 5,5 3,4 -2,1 406 Tubingen 4,6 2,2 -2,4
408 Tubingen 7,0 6,3 -0,7 410 Tubingen 1,6 4,5 29
409 Tubingen 7,4 6,3 -1,1 411 TUbingen 25 53 2,8
448 Stuttgart 7,7 7,6 -0,1 449 Stuttgart 6,6 9,2 2,6
501 Filderstadt 7,2 8,2 1,0 500 Filderstadt 6,7 0,3 -6,4
549 Heidelberg 5,5 5,5 0,0 548 Heidelberg 2,4 1,9 -0,5
551 Heidelberg 6,8 1,5 -5,3 550 Heidelberg 7,1 8,4 1,3
552 Heidelberg 2,3 7,3 5,0 554 Heidelberg 0,3 0,5 0,2
553 Heidelberg 7,2 4.4 -2,8 555 Heidelberg 6,5 3,5 -3,0
557 Heidelberg 3,1 2,6 -0,5 556 Heidelberg 5,1 7,0 1,9

Mittelwert 5,5 4,7 -0,8 Mittelwert 4,5 4,3 -0,2
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Tabelle 38: Absolutwerte der Schmerz-VAS fiir die Per-protocol-Population
Therapie Visite Tag - Schmerzen (cm) (PP)_ -
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
1 -7 7 4,3 1,2 4.1 2,6 6,0
2 0 7 4.9 1,9 5,0 2,0 7,2
Weidenrinde 3 14 7 4.0 2,7 3,4 0,9 8,2
4 28 7 4,5 2,7 4.8 0,4 8,2
5 42 7 4.1 2,5 3,4 1,3 8,2
1 -7 11 4.4 1,9 4,6 1,4 7,4
2 0 11 4.9 2,3 6,3 1,6 7,4
Placebo 3 14 11 4,9 2,6 4,7 1,7 8,5
4 28 11 5,0 3,0 4,2 1,0 9,2
5 42 11 4.4 2,9 4,5 0,3 9,2

Tabelle 39: Veranderung der Schmerzwerte im Vergleich zum Baseline-Wert (Per-protocol-

Population)
. . Schmerzveranderung im Vergleich zur Baseline (cm) (PP)
Therapie Visite Tag - - -
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
3 14 7 -0,9 1,3 -1,1 -2,7 1,0
Weidenrinde 4 28 7 -0,5 2,7 -0,2 -5,1 3,0
5 42 7 -0,8 1,2 -0,7 -2,6 1,0
3 14 11 0,0 1,8 0,0 -4,2 2,2
Placebo 4 28 11 0,1 2,5 0,6 -4,2 3,9
5 42 11 -0,5 2,9 -0,4 -6,4 2,9
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Druckschmerzhafte Gelenke

Tabelle 40: Absolutwerte der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke fiir die Intention-to-treat-
Population

Anzahl druckschmerzhafter Gelenke (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

1 -7 12 9,9 7,8 9,0 0,0 26,0
2 0 13 11,0 6,8 11,0 0,0 22,0
Weidenrinde 3 14 13 8,6 6,8 6,0 0,0 22,0
4 28 13 9,2 7,5 9,0 1,0 22,0
5 42 13 10,0 7,0 9,0 0,0 22,0
1 -7 12 6,8 6,4 4,5 0,0 19,0
2 0 13 7,9 5,9 8,0 0,0 19,0
Placebo 3 14 13 7,2 4,8 6,0 0,0 15,0
4 28 13 6,5 4,4 6,0 0,0 13,0
5 42 13 5,8 4,7 5,0 0,0 13,0

Tabelle 41: Veranderung der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke im Vergleich zum Baseline-
Wert (Intention-to-treat-Population)

Veranderung der Anzahl druckschmerzhafter Gelenke im

Therapie Visite Tag Vergleich zur Baseline (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
3 14 13 -2,4 6,4 0,0 -21,0 2,0
Weidenrinde 4 28 13 -1,8 7,0 0,0 -21,0 7,0
5 42 13 -1,0 6,7 1,0 -21,0 7,0
3 14 13 -0,7 2,6 0,0 -7,0 4,0
Placebo 4 28 13 -1,4 3.1 -1,0 -7,0 3,0
5 42 13 -2,1 2,8 -1,0 -7,0 2,0
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Geschwollene Gelenke

Tabelle 42: Absolutwerte der Anzahl geschwollener Gelenke fiir die Intention-to-treat-
Population

Anzahl geschwollener Gelenke (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

1 -7 12 8,3 8,2 5,0 0,0 23,0
2 0 13 8,2 7,6 5,0 0,0 23,0
Weidenrinde 3 14 13 7,7 6,9 5,0 0,0 23,0
4 28 13 7,4 7,7 5,0 0,0 23,0
5 42 13 7,5 7,9 5,0 0,0 23,0
1 -7 12 53 5,6 3,5 0,0 19,0
2 0 13 6,2 5,4 5,0 0,0 19,0
Placebo 3 14 13 5,8 44 5,0 0,0 12,0
4 28 13 5,2 4.4 4.0 0,0 12,0
5 42 13 5,0 44 4,0 0,0 12,0

Tabelle 43: Veranderung der Anzahl geschwollener Gelenke im Vergleich zum Baseline-Wert
(Intention-to-treat-Population)

Veranderung der Anzahl geschwollener Gelenke im

Therapie Visite Tag Vergleich zur Baseline (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
3 14 13 -0,5 6,2 0,0 -18,0 12,0
Weidenrinde 4 28 13 -0,8 7,0 0,0 -18,0 12,0
5 42 13 -0,7 7,4 0,0 -18,0 12,0
3 14 13 -0,4 2,4 0,0 -8,0 2,0
Placebo 4 28 13 -1,0 3,2 0,0 -8,0 2,0
5 42 13 -1,2 3,2 0,0 -8,0 2,0
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Health Assessment Questionnaire

Tabelle 44: Absolutwerte des HAQ Disability Index fiir die Intention-to-treat-Population.
Mogliche Scorepunkte reichen von 0-3, wobei hohere Werte eine schlechtere korperliche
Funktionsfahigkeit bedeuten.

HAQ Disability Index (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

2 0 13 1,2 0,6 1,4 0,1 2,1
Weidenrinde 3 14 13 1,2 0,6 1,1 0,0 2,5
4 28 13 1,2 0,6 1,4 0,0 2,5
5 42 13 1,2 0,6 1,4 0,0 2,5
2 0 12 0,9 0,6 0,8 0,0 2,0
3 14 13 0,9 0,6 0,9 0,0 1,9
Placebo
4 28 13 0,8 0,6 0,8 0,0 1,9
5 42 13 0,9 0,6 0,9 0,0 2,1

Tabelle 45: Veranderung des HAQ Disability Index im Vergleich zum Baseline-Wert (Intention-
to-treat-Population)

Veranderung des HAQ Disability Index im

Therapie Visite Tag Vergleich zur Baseline (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
3 14 13 -0,0 0,2 0,0 -0,6 0,4
Weidenrinde 4 28 13 0,0 0,3 0,0 -0,5 0,5
5 42 13 0,0 0,3 0,0 -0,4 0,5
3 14 13 0,0 0,2 0,0 -0,3 0,5
Placebo 4 28 13 0,0 0,2 0,0 -0,4 0,5
5 42 13 0,1 0,2 0,1 -0,3 0,5
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Morgensteifigkeit

Tabelle 46: Absolutwerte der Morgensteifigkeit (10 cm-VAS) fiir die Intention-to-treat-
Population

Morgensteifigkeit (cm) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

1 -7 12 4,2 2,7 4,5 0,4 9,2
2 0 13 5,0 2,9 6,3 0,3 9,0
Weidenrinde 3 14 13 4.2 2,8 4.6 0,4 8,1
4 28 13 4,7 2,5 5,0 0,6 7,8
5 42 13 3,9 2,6 3,4 0,1 7,8
1 -7 12 4,5 29 6,0 0,2 7,8
2 0 13 4,5 3,2 5,5 0,1 8,3
Placebo 3 14 13 4,5 3,4 4,3 0,2 9,4
4 28 13 3,9 3,2 3,1 0,0 9,3
5 42 13 4,2 3,1 3,2 0,2 9,3

Tabelle 47: Veranderung der Morgensteifigkeitswerte (10 cm-VAS) im Vergleich zum Baseline-
Wert (Intention-to-treat-Population)

Veranderung der Morgensteifigkeit im

Therapie Visite Tag Vergleich zur Baseline (cm) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
3 14 13 -0,8 1,7 -0,3 -4,4 1,8
Weidenrinde 4 28 13 -0,3 2,2 0,0 -4,3 3,8
5 42 13 -1,1 2,6 -0,2 -6,7 3,8
3 14 13 0,0 2,5 0,3 -4,8 4,9
Placebo 4 28 13 -0,6 3,4 0,2 -6,4 4,9
5 42 13 -0,3 3,6 0,2 -5,6 5,0
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Gesamturteil Patient

Tabelle 48: Verlauf der Patientenurteile iiber den Therapieerfolg (Beurteilung der
Krankheitsaktivitdt im Vergleich zur Baseline) fiir die Intention-to-treat-Population.
10 cm-VAS: 0 cm = ,,viel besser*, 5 cm = ,,unverdndert“, 10 cm = ,,viel schlechter*

Patientenurteil zur Wirksamkeit (cm) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.

Therapie Visite Tag

3 14 12 4,6 1,4 4,9 1,3 7,3
Weidenrinde 4 28 12 4,6 1,7 4,9 2,0 7,3
5 42 12 53 1,7 5,0 2,5 8,4
3 14 13 5,6 2,0 4,8 3,1 9,6
Placebo 4 28 13 54 2,5 4,9 1,9 9,4
5 42 13 5,2 2,5 4,4 2,1 9,4

Gesamturteil Arzt

Tabelle 49: AbschlieBendes Gesamturteil des Arztes liber den Therapieerfolg (Beurteilung der
Krankheitsaktivitat im Vergleich zur Baseline) fiir die Intention-to-treat-Population. 10 cm-VAS:
0 cm =“viel besser“, 5 cm = ,,unverandert“, 10 cm = ,,viel schlechter*

Arzturteil zur Wirksamkeit (cm) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
Weidenrinde 5 42 12 5,8 2,3 5,4 2,0 9,7
Placebo 5 42 13 4,8 1,6 5,0 1,6 8,2

Therapie Visite Tag
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SF-36

Tabelle 50: Absolutwerte der SF-36 Scores fiir die Intention-to-treat-Population. Hohere Werte
bedeuten eine héhere Lebensqualitat.

Score (0-100) (ITT)

Skala Therapie  Visite Tag 4 ahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
Weidenrinde 2 0 13 48,3 15,4 47,0 250 820
Gesundheits- 5 42 13 42,4 14,4 450 20,0 67,0
wahrnehmung Placebo 2 0 13 57,2 17,3 65,0 250 77,0
5 42 13 50,7 18,6 55,0 27,0 82,0
Weidenrinde 2 0 13 37,7 14,8 41,0 22,0 620
Schmerz 5 42 13 41,3 12,9 410 22,0 62,0
Placebo 2 0 13 51,2 15,5 52,0 22,0 84,0
5 42 13 48,1 19,6 41,0 22,0 84,0
Weidenrinde 2 0 13 48,5 9,9 450 35,0 65,0
Vitalitat 5 42 13 49,2 17,4 50,0 25,0 80,0
Placebo 2 0 11 58,0 12,8 55,0 40,0 75,0
5 42 13 53,8 17,5 50,0 20,0 85,0
Weidenrinde 2 0 12 72,2 44,6 100,0 0,0 100,0
Emotionale 5 42 13 84,6 37,6 100,0 0,0 100,0
Rollenfunktion 2 0 13 87,2 29,0 100,0 0,0 100,0
Placebo
5 42 13 68,7 44,5 100,0 0,0 100,0
Weidenrinde 2 0 13 48,5 18,1 450 20,0 75,0
Korperliche 5 42 13 49,2 22,0 45,0 25,0 90,0
Funktion Placebo 2 0 13 68,3 22,1 70,0 38,9 950
5 42 13 67,8 23,7 80,0 25,0 100,0
Weidenrinde 2 0 12 33,3 41,7 12,5 0,0 100,0
Korperliche 5 42 13 51,9 48,4 50,0 0,0 100,0
Rollenfunktion 2 0 12 75,0 38,4 100,0 0,0 100,0
Placebo
5 42 13 58,5 42,7 75,0 0,0 100,0
Weidenrinde 2 0 13 68,9 14,7 68,0 48,0 92,0
Psychisches 5 42 13 64,6 14,9 68,0 40,0 88,0
Wohlbefinden Placebo 2 0 11 75,5 12,6 76,0 52,0 96,0
5 42 13 67,2 15,1 720 44,0 96,0
Weidenrinde 2 0 13 74,0 18,7 750 37,5 100,0
Soziale 5 42 13 74,0 18,0 75,0 50,0 100,0
Funktion Placebo 2 0 13 91,3 13,9 100,0 62,5 100,0
5 42 13 89,4 16,0 100,0 50,0 100,0
Weidenrinde 2 0 12 30,8 7.4 29,7 19,3 47,3
Korperlicher 5 42 13 33,1 6,8 325 21,6 46,5
Summenscore Placebo 2 0 11 41,5 9,2 454 219 54,5
5 42 13 39,7 10,2 40,0 20,4 54,1
Weidenrinde 2 0 12 52,2 11,1 55,7 34,4 651
Psychischer 5 42 13 51,5 9,2 53,6 34,5 64,2
Summenscore Placebo 2 0 11 54,4 8,5 55,0 32,0 63,3
5 42 13 50,0 9,0 50,5 32,3 63,8
Weidenrinde 2 0 12 53,6 10,9 546 36,5 71,5
5 42 13 53,6 13,0 546 29,2 814
Summenscore
2 0 11 68,0 114 72,0 49,2 82,5
Placebo
5 42 13 61,8 14,6 66,5 41,1 844
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Tabelle 51: Veranderung der SF-36-Werte von Baseline (Visite 2, Tag 0) zu Studienende
(Visite 5, Tag 42) fiur die Intention-to-treat-Population. Positive Werte bedeuten eine
Verbesserung, negative Werte eine Verschlechterung.

Veranderung des Score (Studienende vs Baseline)

Skala Therapie (0-100) (ITT)
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
Gesundheits- Weidenrinde 13 -5,9 13,5 0,0 -37,0 15,0
wahrnehmung  Placebo 13 -6,4 11,4 -7,6 -25,0 17,0
Weidenrinde 13 3,6 16,2 0,0 -21,0 40,0
Schmerz
Placebo 13 -3,0 14,9 0,0 -31,0 22,0
. Weidenrinde 13 0,8 13,8 0,0 25,0 25,0
Vitalitat
Placebo 13 -2,6 8,9 0,0 -25,0 10,0
Emotionale Weidenrinde 13 17,9 37,6 0,0 0,0 100,0
Rollenfunktion  Placebo 13 -18,5 32,6 0,0 -100,0 0,0
Korperliche Weidenrinde 13 0,8 24,3 0,0 -50,0 50,0
Funktion Placebo 13 -0,5 11,9 0,0 -25,0 15,0
Kérperliche Weidenrinde 13 21,2 33,6 0,0 0,0 100,0
Rollenfunktion  Placebo 13 -10,8 33,7 0,0 -100,0 25,0
Psychisches Weidenrinde 13 -4,3 16,6 -4,0 -36,0 20,0
Wohlbefinden  Placebo 13 -6,5 10,8 -4,0 -32,0 9,3
Soziale Weidenrinde 13 0,0 14,4 0,0 -25,0 25,0
Funktion Placebo 13 -1,9 16,0 0,0 25,0 375
Korperlicher Weidenrinde 13 2,6 54 0,7 -5,1 11,7
Summenscore  Placebo 13 -1,3 5,8 0,0 -13,1 11,2
Psychischer Weidenrinde 13 0,6 9,0 0,0 -19,3 14,9
Summenscore  Placebo 13 -3,3 4,7 -1,0 -13,7 2,7
Weidenrinde 13 1,9 8,9 0,0 -7,6 20,8
Summenscore
Placebo 13 4.4 7,1 -1,8 -20,9 4,2
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Akutphasereaktanten BSG und CRP

Tabelle 52: Absolutwerte der Akutphasereaktanten BSG und CRP fiir die Intention-to-treat-

Population
Akutphase- . . . . . .
Therapie  Visite Tag Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
reaktant
1 -7 12 25,6 15,4 23,0 4,0 53,0
Weidenrinde 2 0 13 27,8 19,4 22,0 40 720
5 42 13 26,5 19,9 17,0 80 720
BSG (mm)
1 -7 11 21,5 12,5 20,0 8,0 40,0
Placebo 2 0 12 21,0 10,2 20,5 8,0 36,0
5 42 13 25,8 14,3 22,0 4,0 56,0
1 -7 12 24 21 1,8 0,1 7,6
Weidenrinde 2 0 13 1,9 1,4 2,0 0,0 4,1
42 1 1,7 1 1 4,7
CRP (mg/dl) > 3 : i 3 0.0 :
1 -7 11 1,8 1,5 1,7 0,0 3,8
Placebo 2 0 13 2,0 1,7 1,5 0,0 50
5 42 13 2,5 1,9 23 0,0 6,0

Tabelle 53: Veranderung der Akutphasereaktanten BSG und CRP von Baseline (Visite 2, Tag 0)
zu Studienende (Visite 5, Tag 42) fiir die Intention-to-treat-Population

Veranderung von BSG und CRP

Akutphase- Therapie Studienende vs Baseline (ITT)
reaktant
Anzahl Mittelwert Std.-abw. Median Min. Max.
Weidenrinde 13 -1,3 5,0 -1,0 -8,0 8,0
BSG (mm)
Placebo 13 4.0 12,3 0,0 -14,0 28,4
Wei i 1 -0,2 1,4 - 1
CRP (mg/d)) eidenrinde 3 0, , 0,0 3,8 ,6
Placebo 13 0,5 1,7 0,3 -2,6 4.3
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