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(54) Bezeichnung: HOPFENEXTRAKTE, VERFAHREN ZU ITHRER HERSTELLUNG UND VERWENDUNG

(57) Abstract: The invention relates to novel hops extracts with an increased content in prenylated chalcones and flavones. The
invention also relates to a method for producing the same, to pharmaceutical preparations comprising such hops extracts and to the
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(57) Zusammenfassung: Beschrieben sind neue Hopfenextrakte mit erhohtem Gehalt an prenylierten Chalkonen und Flavonen,
Verfahren zu ihrer Herstellung, pharmazeutische Zubereitungen umfassend solche Hopfenextrakte sowie die Verwendung dieser
Hopfenextrakte zur Prophylaxe und Therapie von Krankheitszustinden, die durch einen Mangel an Ostrogenen oder durch Dysre-
gulationen des Geschlechtshormonstoffwechsels hervorgerufen werden.
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Hopfenextrakte, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung

Die vorliegende Erfindung betrifft Hopfenextrakte, Verfahren
zZu ihrerﬂﬂerstellung"und“die-Verwendung“von“HDpfenextraktem
zur Prophylaxe und Therapie von Krankheitszustanden, die
durch einen Mangel an Ostrogenen oder durch Dysregulationen
des Geschlechtshormonstoffwechsels, insbesondere des

Ostrogenstoffwechsels, hervorgerufen werden.

Die groBte Bedeutung des Hopfens liegt nach wie vor in seiner
Verwendung bei der Bierherstellung. Aufgrund seiner Bitter-
und Aromastoffe ist er flir den Geschmack des Bieres
ausschlaggebend. Darliber hinaus haben diese Stoffe wegen
ihrer antimikrobiellen Eigenschaften eine gewisse Bedeutung

bei der Konservierung des Bieres.

Das zZu Beginn der achtziger Jahre vorliegende
wissenschaftliche Erkenntnismaterial =zum Hopfen filhrte zu
einer positiven Monographie durch die Kommission E des
damaligen Bundesgesundheitsamtes (Banz. vom 5. Dezember 13585
bzw. 13. Marz 1990). Damit ist die Verwendung'des Hopfens bei
Einschlafstdrungen, Unruhe und Angstzustanden grundsatzlich

zugelassen.

Der Hopfen besitzt schon seit langer Zeit eine arzneiliche
Bedeutung als mildes Sedativum in der Volksmedizin.

Verantwortlich fir diese Wirkung sind wahrscheinlich die

oxidationsempfindlichen a- und f-Bitters&uren. Fir diese
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Inhaltsstoffe wurden in jlingerer Zeit auch
Radikalfangereigenschaften sowie die Lipidperoxidafion
hemmenden Eigenschaften nachgewiesen (M. Tagashiré et al.,
Biosci. Biotech. Biochem. 59, 740-742 (1995)). In der EP
0 677 289 A2 werden aulerdem pharmazeutische

zusammensetzungen zur Behandlung der Osteoporose beschrieben,
die Verbindungen aus der Gruppe der o-Bittersauren und der

o-~iso-Bittersduren enthalten.

In den letzten Jahren wurden neben den o- und B-Bittersduren
(J. HOlzl, Zeitschrift flr Phytotherapie 13, 155-161 (1992))
verstérkt auch die phenolischen Inhaltsstoffe des Hopfens
untersucht und es wurden neben dem schon langer bekannten
Xanthohumol 1 zahlreiche weitere Verbindungen vom Flavontyp
in der Hopfenpflanze gefunden (J. F. Stevens et al.,
Phytochemistry 44, 1575-1585 (1997), J. F. Stevens et al., J.
Chromat. A 832 (1-2), 97-107 (1999)). Es handelt sich hierbei
in erster Linie um isoprenylierte Flavonoide wie z. B. 6-
oder 8-Prenylnaringenin 2 und 3 sowie Isoxanthohumol 4.
Stevens et al. (Phytochemistry 53, 759-775 (2000))
untersuchten auch die Chemotaxonomie von Hopfernarten und -

taxa.
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Immer wieder wurde becbachtet, dass bei Hopfenpfliickerinnen
Menstruationsstdrungen auftraten,  ‘'die; & auf dstrogene
Substanzen im Hopfen zuriickgeflihrt wurden, ohne dass diese
Effekte aber eindeutig einem oder mehreren Inhaltsstoffen
zugeordnet werden konnten. Inzwischen konnte diese Ostrogene
Aktivitat des Hopfens bestdtigt werden. Dabel zeigte sich,
dass B—Prenylharingenin 3 im wesentlichen fiir diese Wirkungen
verantwortlich ist (8. R. Milligan et al., J. Clin.
Endocrinol. Metab. 84, 2249-2252 (1999)). Die in-vitro
dstrogené Aktivitdt dieser Verbindung zeigte sich an ihrer
relativen Bindungsaffinitit an Ostrogenrezeptoren und wurde

insbésondere anhand der Stimulation der alkalischen

Phosphatase in Ishikawa-Var-I-Zellen getestet. Dabei zeigte

sich, dass g8-Prenylnaringenin wesentlich aktiver war als
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bisher bekannte Phytodstrogene wie Coumestrol, Genistein oder

Daidzein, und nur wenig schwicher wirkte als 17B-Ostradiol.
Milligan et al. (J.Endocrin.Metabol. 85, 4912-4915 (2000))
berichteten auch Utber die Bindung verschiedener phenolischer
Hopfeninhaltsstoffe an einen von Hefezellen exprimierten
humanen Ostrogenrezeptor. Dabel zeigte wiederum 8-
Prenylnaringenin die stérkste Ostrogene Aktivitat. Schwachere
dstrogene Eigenschaften zeigten 6-Prenylnaringenin, 6,8-
Diprenylnaringenin und 8-Geranylnaringenin. Miyamoto et al.
(Planta Med. 64, 516-519 (1998)) konnten =zeigen, dass 8-
Prenylnaringenin das Uterusgewicht und die Knochendichte bei
ovariectomierten Ratten normalisiert. Weiterhin wird in der
JP 08 165238 (ref. CA 125:158632) die Ostrogen-agonistische
Aktivitadt einer Reihe wvon 8-prenylierten Flavonderivaten,

darunter auch 8-Prenylnaringenin, beschrieben.

In neueren Studien konnte nachgewiesen werden, dass einige
Flavonoide des Hopfens, insbesondere Xanthohumol 1, auf den
stoffwechsel von Zellen einwirken kénnen. Sie sind in der
Lage, Enzymreaktionen, die bei der Entstehung von Tumorzellen
eine wichtige Rolle spielen, positiv zu beeinflussen. Damit
kdnnen diese Verbindungen als Krebspraventiva angesehen
werden (Tagung der deutschen Geselleschaft flr
Hopfenforschung, Stand der Erkenntnisse Zum Hopfen-
inhaltsstoff Xanthohumol, 24. Marz 1998, Aschheim). Miranda
et al. (Food Chem. Tox.37(4), 271-285 (1999)) berichteten
Uber starke antiproliferative Aktivitdt von Xanthohumol 1 und
Tsoxanthohumol 4 an humanen MCF-7 Brustkrebszellen, sowie an

HAT-29 Dickdarm- und A-2780 Ovar-Krebszelllinien.

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Xanthohumol 1
Knochenschwund hemmend beeinflusst. Seine Verwendung als

Therapeutikum gegen Osteoporose ist in der EP 0 679 393 Bl
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beschrieben. Obwohl die Erfinder &strogene Eigenschaften von
Xanthohumol postulieren, werden diese aber nicht
demongtriert. Im Gegenteil schlossen S.R. Milligan et al.
(Pharm. Pharmacol. Lett 7, 83-86 (1997)) eindeutig aus, dass
die Osteoporose-hemmende Aktivitdt von Xanthohumol auf einer
dstrogenen Wirkung beruht, da sie entsprechende Aktivitaten
weder an der humanen Endometrium-Karzinomzelllinie Ishikawa
noch in einem Hefe-Reportergen-Assay (S.R. Milligan et al.,
J. Clin. Endocrinol. Metabol. 84, 2249-2252 (1999))
nachweisen konnten. Entgegen diesen Untersuchungen wird in
der vorliegenden Erfindung demonstriert, dass Xanthohumol 1
und Isoxanthohumol 4 mit vergleichbarer Aktivitadt an die

Ostrogenrezeptoren alpha und beta binden.

Kumai und Okamoto (Toxicology Letters 21, 203-207 (1984))
berichteten tUber hochmolekulare Kohlehydratfraktionen aus
rein waAssrigen Hopfenextrakten, die bei mit PMS-Gonadotropin
vorbehandelten jungen Ratten das Ovargewicht verringerten.
Okamoto und Kumai (Acta Endocrinologica 127, 371-377 (1992)
bestatigten diese Befunde aufgrund der Beobachtung von
erniedrigten 17B-Ostradiol- und LH-Blutspiegeln, wverursacht

durch Gabe von rein wassrigem Hopfenextrakt.

In der DE 199 39 350 Al wird ein Hopfenextrakt mit einem
erhdhten Xanthohumolgehalt beschrieben. Dieser Extrakt soll
Bier sowie fruchtsafthaltigen Erfrischungsgetranken zugesetzt
werden. Uber die Anwesenheit von prenylierten Naringeninen in
diesem Extrakt ist nichts bekannt. Gemaf dem
Ausfiithrungsbeispiel wird das Xanthohumol mit 50 Gew.-%
Ethanol aus dem Hopfen extrahiert. Dies flihrt aber nicht zu
einer optimalen Extraktion des Xanthohumols, da dies erst mit
hochprozentigem Ethanol (>80% Gew.) mit hoher Wiederfindung

in den Extrakt Ubergeht.
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In der WO 83/00701 Al wird ein Verfahren zur Gewinnung
dstrogenwirksamer Stoffe aus Hopfen beansprucht, dadurch
gekennzeichnet, dass zundchst ein Kohlendioxid-Extrakt aus
Hopfen unter Zusatz von Wasser als Schleppmittel hergestellt
wird und anschliefRend daraus die O&strogenwirksamen Stoffe
mittels Etherextraktion oder chromatographischer Verfahren
erhalten werden. Ferner wird die Verwendung dieser Stoffe als
Zusatz zu Futtermitteln, f£flUr kosmetische Mittel oder als
Badezusatz beansprucht. Uber die Natur dieser

dstrogenwirksamen Stoffe werden keinerlei Angaben gemacht.

In der WO 01/30961 Al wird ein Verfahren zur Gewinnung von
stabilen Rierbrauzusétzen beansprucht, dadurch
gekennzeichnet, dass der Hopfentreber-Rlickstand der
Kohlendioxid-Extraktion mit einem polaren Ldsungsmittel,
vorzugsweise heiflem Wasser, extrahiert wird, der Extrakt
anschlieRend anges&uert, mit einem unpolaren Ldsungsmittel,
vorzugswelse Hexan, gewaschen und - ggf. nach Trocknung - als
Brauzusatz verwendet wird. Der Ubrigbleibende Treber wird

verworfen.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,
Pflanzenextrakte bereitzustellen, die zur Herstellung wvon
Arzneimitteln ZUur Prophylaxe und Therapie von
Krankheitszust&nden geeignet sgind, die durch einen Mangel an
Ostrogenen oder durch Dysregulationen des Geschlechts-
hormonstoffwechsels, insbesondere des 6strogenstoffwechsels,

verursacht werden.

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung

eines Verfahrens zur Herstellung solcher Extrakte sowie diese
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umfassende pharmazeutische Zubereitungen, die zur Behandlung

der vorstehend genannten Krankheitszustande geeignet sind.

Diese Aufgaben werden erfindungsgemaf durch den Hopfenextrakt
gemid® Patentanspruch 1 und 2, die Verfahren gemafs den
Patentanspriichen 3-12, die pharmazeutische Zubereitung gemafd
Patentanspruch 13 sowie die Verwendung der Extrakte oder der
pharmazeutischen Zubereitung gemdfs den Patentansprlichen 14-16

geldst.

Die vorliegende Erfindung beruht wunter anderem auf dem
tiberraschenden Befund, dass aus Hopfendroge nach Entfernung
von lipophilen wund hydrophilen Ballaststoffen Extrakte
erhalten werden, welche die phloroglucinolartigen
Hopfenbittersduren nach wie vor enthalten, gleichzeitig freie
und/oder gebundene Chalkone und Flavone wie Xanthohumol,
Tsoxanthohumol sowie 6- und 8-Prenylnaringenin dagegen in
angereicherter Form enthalten. Insbesondere tiberraschend ist
die Tatsache, dass der Gehalt an 6- und 8-Prenylnaringenin
von der Temperatur der Wasservorextraktion abhangt (s.
Beispiel 3) und bis zu ca. einem Faktor 2 gesteigert werden

kann.

Figur 1 veranschaulicht die Abh&ngigkeit der Konzentration
der analysierten Inhaltsstoffe wvon der Temperatur der

Wasservorextraktion.

Ein solcher Extrakt kann durch ein- bis mehrmalige Extraktion
mit einem Cs~-Cy;-Alkan oder mit Uiberkritischem CO2
(Ent fettungsstufe), nachfolgende Extraktion des wverbleibenden
Drogenrtickstandes mit Wasser und daran anschliefende
Extraktion des Ubrig bleibenden Drogenriickstandes mit einem

mittelpolaren Losungsmittel ausgewdhlt aus der Gruppe
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bestehend ausg Alkoholen, wassrigen Alkoholen, Xetonen,
wissrigen Ketonen, Estern und ggf. nachfolgende Flissig-
Flissig-Verteilung erhalten werden. Uberraschenderweise gehen
die Hopfenbittersiuren nicht vollsténdig, sondern nur zu
einem Teil in den lipophilen Extrakt Uber, wahrend auf der
anderen Seite die Chalkone und Flavone bei dexr
Wasserextraktion nahezu vollstadndig im Drogenrlickstand
verbleiben. Dadurch ist es mdglich, einen Hopfenextrakt zu
erhalten, der alle pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffe
(Bittersduren, Chalkone, Flavone) in einem ausgeglichenen
Verhaltnis enthadlt. Durch diese glinstige Zusammensetzung aus
mehreren therapeutischen Wirkprinzipien ist dieser Extrakt in
idealer Weise bei Krankheitszusté&nden einsetzbar, die durch
einen Mangel an Ostrogenen oder durch andere hormonelle

Dysregulationen verursacht werden.

Die erfindungsgem&Ren Hopfenextrakte sind zur Prophylaxe und
Behandlung von mit dem Klimakterium oder der Postmenopause
bei Frauen einhergehenden Beschwerden geeignet, wobei die
Symptome unter anderem Hitzewallungen, Depressionen,
Angstzusténde, geistige Verwirrtheit, Schlaflosigkeit sowie
mit der Postmenopause zusammenhangende ernsthafte
Gesundheitsprobleme wie Osteoporose, Herz-Kreislauf-
erkrankungen, Schlaganfall, Demenz und Tumorerkrankungen
umfassen. Andere Erkrankungen, die auf einer Dysregulation
des Geschlechtshormonstoffwechsels Dberuhen und mit dem
erfindungsgeméfRen Extrakt behandelt werden kébnnen, sind z.B.
Amenorrhoe, anovulatorische Zyklen, Menometrorragié,
premenstruelle Beschwerden und postpartale Depressionen.
Deggleichen kénnen diese Extrakte Zur Behandlung
Geschlechtshormon-abh&ngiger Krankheiten beim Mann verwendet
werden, wie z.B. der benignen Prostatahyperplasie oder dem

Prostatakarzinom.
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Die tberraschend hohe bstrogene Aktivitat der
erfindungsgeméRen Hopfenextrakte wurde sowohl mit einem
kompetetiven Rezeptorbindungsassay far die humanen

dstrogenrezeptoren alpha und beta als auch in einem

rekombinanten Hefe-Assay im Vergleich zur Aktivitdt von 17f-
Ostradiol nachgewiesen. Im Gegensatz dazu zeigen herkémmliche
standard-Hopfenextrakte bei gleicher Dosierung wesentlich

schwachere oder keinerlei Aktivitat.

Figur 2 zeigt die Aktivitdt eines Vergleichsextraktes und
zweier erfindungsgemi&fer Hopfenextrakte in einem Hefe-

Reportergenassay.

ErfindungsgemdRf wird ein Hopfenextrakt mit einem gegentber
herkoémmlichen, insbesondere wéassrig-alkoholischen Extrakten
erhdhtem Gehalt an freien und/oder gebundenen Chalkonen und
Flavonen, insbesondere 6- und 8-Prenylnaringenin, Xanthohumol

und - Isoxanthohumol bereitgestellt, der gleichzeitig noch a-

und eventuell B-Bittersfuren (Humulon bzw. Lupulon und dessen

Derivate) enthalt.

Weiter wird erfindungsgemif ein Verfahren zur Herstellung

dieser Hopfenextrakte bereitgestellt, umfassend die Schritte:

(a) ein- oder mehrmaliges Extrahieren einer Hopfendroge mit
einem Cs-Cr-Alkan oder fiberkritischem CO, und Abtrennen
des Drogenriickstandes von der Extraktionslosung;

(b) ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenrickstandes
aus  Schritt (a) mit Wasser und Abtrennen  des

Drogenrltickstandes;
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(¢) ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenriickstandes
aus Schritt (b) mit einem L&sungsmittel ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus Alkoholen, wé&ssrigen Alkoholen,
Ketonen, wassrigen Ketonen und Estern sowie Filtrieren
der erhaltenen Extraktionsldsung; und

(d) Entfernen des Losungsmittels aus den in Schritt (c)
erhaltenen vereinigten Extraktldésungen und Trocknen des

erhaltenen Riickstands.

Das Verhaltnis Droge zu Ldsungsmittel liegt bei Jedem

Extraktionsschritt im Bereich von etwa 1 : 7 bis etwa 1 : 12.

Die Extraktion mit einem Cs-Cy;-Alkan oder tUberkritischem CO,
in Schritt (a) wird vorzugsweise ein-, zwel- oder dreimal,

insbesondere dreimal, durchgefihrt.

Die Extraktion mit liberkritischem  CO, ist besonders

bevorzugt.

Das Cs-Cn,-Alkan in Schritt (a) ist vorzugsweise ein Cs-Cy-n-
Alkan aus der Gruppe bestehend aus n-Pentan, n-Hexan und n-

Heptan, wobei n-Heptan ganz besonders bevorzugt ist.

Die Extraktion in Schritt (b) wird vorzugsweise beil einer
Temperatur zwischen 60 und 95°C, vorzugsweise beil 90°C,
durchgeftihrt wobei die Extraktionsdauer eine oder mehrere

Stunden betragen kann.

Das Losungsmittel in Schritt (c) ist vorzugsweise ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Ethanol, wassrigem Ethanol,
Methanol, wassrigem Methanol, Aceton, wéssrigem Aceton und

Ethylacetat, wobei 80 bis 96% (g/g) Ethanol, 74 bis 99% (g/9)
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Methanol bzw. 60 bis 99% (g/g) Aceton bevorzugt ist und 92%
(g/g) Ethanol besonders bevorzugt ist.

Der erfindungsgemale Hopfen (trocken) extrakt ist
gekennzeichnet durch einen Gehalt an o-Bittersiduren von
mindestens 0,5%, vorzugsweise mindestens 0,8% und
insbesondere mindestens‘l%, an Xanthohumol von mindestens 2%,
vorzugsweise mindestens 3% und insbesondere mindestens 4% und
an prenylierten Flavonen von mindestens 0,5%, vorzugsweise
mindestens 0,7%. Die prenylierten Flavone umfassen
vorzugsweise 6-Prenylnaringenin, 8-Prenylnaringenin und
Isoxanthohumol. Xanthohumol ist im Sinne der vorliegenden
Erfindung nicht zu denfpfenylierﬁéhiFiéﬁoﬁen zu zédhlen. Die
Prozentangaben beziehen gich auf das Gewicht des

Hopfentrockenextraktes.

Die erhaltenen Extrakte kdénnen zusammen mit Ublichen
pharmazeutisch vertraglichen Hilfsstoffen zu pharmazeutischen
Zubereitungen wie Kapseln, Filmtabletten und Dragees
verarbeitet werden. Als pharmazeutische Hilfsstoffe werden
tbliche Fill, Binde-, Spreng-, Schmier- und Uberzugsmittel
fir Filmtabletten wund Dragees sowie Ole und Fette als

Flillmassen flr Weichgelatinekapseln verwendet.

Die erfindungsgemafden Extrakte kbnnen =zur Prophylaxe und
Therapie von Krankheitszust@nden verwendet werden, die durch
einen Mangel an Ostrogenen oder durch andere hormonelle
Dysregulationen verursacht werden, wie insbesondere
klimakterische Beschwerden, geschlechtshormonabhangige
Krebserkrankungen, benigne Prostatahyperplasie, Osteoporose,
Alzheimerische Krankheit und Herz-Kreislauferkrankungen. Im
Falle der geschlechtshormonabhangigen Krebserkrankungen

kdnnen die erfindungsgemdffen Extrakte insbesondere zur
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Prophylaxe und Therapie wvon Brustkrebs, Gebarmutterkrebs und

Prostatakrebs verwendet werden.

Die Dosierung der erfindungsgemé&Ren Extrakte liegt im Bereich
von 0.005 g bis 2 g Extrakt 1 bis 4 mal tdglich, vorzugsweise
im Bereich von 0.02 g bis 1 g 1 bis 2 mal té&glich. Die
Dosierung im Einzelfalle ist abhéngig vom Krankheitsbild und
den individuellen Umstanden des Patienten und kann von dem
behandelnden Fachmann entsprechend den jewelligen

Bediirfnissen angepasst werden.

Die nachstehend angegebenen Beispiele erlautern die Erfindung
und sind nicht beschrénkend aufzufassen. Alle Prozentangaben

beziehen sich auf das Gewicht, falls nichts anders angegeben

ist.

Vergleichsbeispiel: Herstellung eines 96% (g/9)

Ethanolextraktes ohne vorherige Entfettung

50 g der Hopfendroge (Sorte "Hallertauer Magnum") wurden mit
500 g 96% (g/g) Ethanol versetzt und mit dem Ultraturrax
zerkleinert. Es wurde 1 h bei 60°C extrahiert. Anschliefend
wurde Uber einen Seitz 1500 Filter filtriert. Die Droge wurde
noch weitere 2 Male auf dieselbe Weise extrahiert. Die
vereinigten Extraktldsungen wurden am Rotationsverdampfer wvom
Ethanol befreit und Uber Nacht im Vakuumtrockenschrank beil
50°C getrocknet. Aus der Trockenmasse wird der Gehalt an
charakteristischen 1Inhaltsstoffen per nachstehender HPLC-
Methode ermittelt. Diese HPLC-Methode wird zur Bestimmung der

Inhaltsstoffe auch bei den weiteren Beispielen angewendet.
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Saule LiChrospher 100 5 pym. 250 X 4 mm
Eluens A: 1000 ml bidest Wasser/ 3 ml

Triethylamin

Phosphorsiure (85%)/ 2 ml

B: 1000 ml Acetonitril / 3 ml
Phosphorséure (85%) / 2 ml
Triethylamin / 60 ml bidest Wasser

Gradient 140% B auf 70% B in 30 min; 70% B auf
100% B in 10 min

Flufd 1,2 ml/min

Detektion Diodenarray

Ausbeute (96% (g/g) Ethanol-Extrakt):

HPLC-Gehalt an Hopfen oa-Bitterséuren:

HPLC-Gehalt an Hopfen B-Bittersauren:

HPLC-Gehalt an Xanthohumol:

18,38 g => 36,8%

19,8%
4,2%
1,3%

HPLC-Gehalt an 6- und 8-Prenylnaringeninen,

sowlie an Isoxanthohumol:

unterhalb der Nach-

weisgrenze (< 0,01%)

Beispiel la: Herstellung eines Hopfenextraktes (Extaktion mit

CO, und anschlieRend Wasservorextraktion bei 90°C)

Serielle Extraktion mit tUberkritischem CO,, Wasser und 92%

(g/g) Ethanol:

80,6 g einer Hopfendroge (Sorte ,Hallertauer Magnum"“), die

zuvor mit TUberkritischem CO, vorextrahiert worden war

(Bedingungen: Vermahlung auf 10 mm KorngréRe, Extraktion mit

CO, bei 250 bar/50°C, Abtrennung des Extraktes mit einer

Ausbeute von 30%), wurden mit 960 g Wasser zundchst 5 Min. am

Ultra-Turrax, dann unter Rihren 1 Stunde bei 90°C extrahiert.
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AnschliefRend wurde der Wasserextrakt Uber ein Seitz Supra
Filter 1500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte
Drogenriickstand wurde dann mit je 2 mal 800 g 92% (g/g9)
Ethanol jeweils 1 Stunde bei 60°C extrahiert. Es wurde dann
tiber Seitz Supra 1500 abfiltriert und die Extraktldsung am
Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 55-65°C
von Ethanol Dbefreit und im Trockenschrank bei 60°C

getrocknet.

Ausbeuten:

Rlckstand aus Wasserextraktion: 18,96 g (23,5%)
Rickstand aus 92% (g/g) EtOH-Extraktion: 9,83 g (12,2%)
HPLC-Gehalte (bezogen auf den 92% (g/g) EtOH-Extrakt):

HPLC-Gehalt an Hopfen a-Bittersauren: 2%

HPLC-Gehalt an Hopfen B-Bittersduren: 0,5%

HPLC-Gehalt an Xanthohumol 5,83%
HPLC-Gehalt an 6-Prenylnaringenin 0,63%
HPLC-Gehalt an 8-Prenylnaringenin 0,21%
HPLC-Gehalt an Isoxanthohumol 0,42%

Beispiel 1b: Herstellung eines Hopfenextraktes (Extraktion

mit CO, und anschlieflend Wasservorextraktion bei 90°C)

Serielle Extraktion mit Uberkritischem CO,, Wasser und 92%
(g/g) Ethanol:

504,26 g einer Hopfendroge (Sorte ,Hallertauer Magnum"“), die
zuvor mit Uberkritischem CO, vorextrahiert worden war
(Bedingungen: Vermahlung auf 10 mm Korngrofe, Extraktion mit
CO, bei 250 bar/50°C, Abtrennung des Extraktes mit einer
Ausbeute von 30%), wurden mit 6 kg Wasser zundchst 5 Min. am
Ultra-Turrax, dann unter RlOhren 1 Stunde bei 90°C extrahiert.

AnschlieRend wurde der Wasserextrakt Uber ein Seitz Supra
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Filter 1500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte
Drogenrtickstand wurde dann mit je 2 mal 5 kg 92% (g/g)
Ethanol jeweils 1 Stunde bei 60°C extrahiert. Es wurde dann
Uber Seitz Supra 1500 abfiltriert und die Extraktldsung am
Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 55-65°C
von Ethanol befreit wund im Trockenschrank bei 60°C

getrocknet.

Ausbeuten:

Riickstand aus Wasserextraktion: 105,9 g (21%)

. Riickstand aus 92% (g/g) EtOH-Extraktion: 69,37 g (13,8%)

HPLC-Gehalte (bezogen auf den 92% (g/g) EtOH-Extrakt):

HPLC-Gehalt an Hopfen a-Bittersduren: 1

o\

HPLC-Gehalt an Hopfen B-Bittersduren: 0,5%

HPLC-Gehalt an Xanthohumol 4,41%
HPLC-Gehalt an 6-Prenylnaringenin 0,49%
HPLC-Gehalt an 8-Prenylnaringenin 0,15%
HPLC-Gehalt an Isoxanthohumol 0,6%

Beispiel 2: Herstellung eines Hopfenextraktes (Extraktion mit

CO, und anschlieRend Wasservorextraktion bei 60°C)

Serielle Extraktion mit {berkritischem CO,, Wasser und 92%

(g/g) Ethanol:

80,36 g einer Hopfendroge (Sorte ,Hallertauer Magnum“), die
zuvor mit TUberkritischem CO, vorextrahiert worden war
(Bedingungen: Vermahlung auf 10 mm KorngroRe, Extraktion mit
CO, bei 250 bar/50°C, Abtrennung des Extraktes mit einer
Ausbeute von 30%), wurden mit 964 g Wasser zundchst 5 Min. am
Ultra-Turrax, dann unter Rihren 1 Stunde bei 60°C extrahiert.

Anschliefend wurde der Wasserextrakt tUber ein Seitz Supra
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Filter 1500 abfiltriert. Der noch leicht feuchte
Drogenriickstand wurde dann mit je 2 mal 800 g 92% (g/g)
Ethanol zunidchst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter RUhren
jeweils 1 Stunde bei 60°C extrahiert. Es wurde dann {Uber
Seitz Supra 1500 abfiltriert und die Extraktldsung am
Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 55-65°C
von Ethanol befreit wund im Trockenschrank bei 60°C

getrocknet.

Ausbeuten:

Rluckstand aus Wasserextraktion: 17,91 g (22%)
Rlickstand aus 92% (g/g) EtOH-Extraktion: 9,95 g (12,4%)
HPLC-Gehalte (bezogen auf den 92% (g/g) EtOH-Extrakt):
HPLC-Gehalt an Hopfen a-Bittersauren: 1,58%

HPLC-Gehalt an Hopfen B-Bittersduren: 0%

HPLC-Gehalt an Xanthchumol 6,1%
HPLC-Gehalt an 6-Prenylnaringenin 0,4%
HPLC-Gehalt an 8-Prenylnaringenin 0,09%
HPLC-Gehalt an Isoxanthohumol 0,21%

Beispiel 3: Herstellung eines Hopfenextraktes (Extraktion mit

n-Heptan und anschlieRend Wasser bei 90°C)

247,6 g Hopfendroge (Sorte ,Hallertauer Magnum"“) wurden mit
dem 7-fachen Gewicht zundchst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann
unter Rihren 1 Stunde mit n-Heptan extrahiert. Nach
Abfiltrieren der heptanischen Extraktldsung lber Seitz Supra
1500 wurde mnoch ein zweites Mal in der gleichen Weise
extrahiert. Danach wurde der erhaltende Drogenriickstand im
Vakuumtrockenschrank vom Heptan Dbefreit. Der trockene
Drogenrtickstand (205 g) wurde sodann mit der 12-fachen

Gewichtsmenge Wasser versetzt und wahrend 1 Stunde bei 90°C
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gehalten. Danach wurde erneut abfiltriert und der noch leicht
feuchte Drogenrfickstand mit der 10-fachen Gewichtsmenge 92%
(g/g) Ethanol unter Rihren zweimal bei 60°C extrahiert. Es
wurde dann Uber Seitz Supra 1500 abfiltriert wund die
Extraktldsung am Rotationsverdampfer bei einer
Wasserbadtemperatur wvon 55-65°C von Ethanol befreit und im

Trockenschrank bel 60°C getrocknet.

Ausbeuten:

Heptanextrakt: 26,4 g (10,7%)

Wasserextrakt: 41,1 g (16,6%)

92% (g/g) Ethanolextrakt: 52,0 g (21,0%)

HPLC-Gehalte (bezogen auf den 92% (g/g) EtOH-Extrakt):
alpha-Bittersauren: 0,86%

beta-Bitterséuren: 0,05%

Xanthohumol: 3,3%

6-Prenylnaringenin: 0,45%

8-Prenylnaringenin: 0,13%

Isoxanthohumol: 0,25%

Beispiel 4: Abhdngigkeit des Gehaltes an 6-Prenyl-, 8-

Prenylnaringenin und Isoxanthohumol von der Temperatur der

Wasservorextraktion

Extraktion: Ca. 80 g einer mit COo, vorextrahierten
Hopfendroge wurden mit dem 12-fachen Gewicht an Wasser
zundchst 5 Min. am Ultra-Turrax, dann unter RUhren 1 Stunde
bei 60, 70, 80, 90 und 95°C extrahiert. Anschlieflend wurde
der Wasgserextrakt tber ein Seitz Supra Filter 1500
abfiltriert. Der noch leicht feuchte Drogenruckstand wurde
dann mit je 2 mal 800 g 92% (g/g) Ethanol zunéchst 5 Min. am

Ultra-Turrax, dann unter RUhren jeweils 1 Stunde bei 60°C
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extrahiert. Es wurde dann Uber Seitz Supra 1500 abfiltriert
und die Extraktldsung am Rotationsverdampfer bei einer
Wasserbadtemperatur von 55-65°C von Ethanol befreit und im

Trockenschrank bei 60°C getrocknet.

Die in der Figur 1 graphisch dargestellten Ergebnisse zeigen
eine deutliche Abhangigkeit der Konzentration der
analysierten prenylierten Inhaltsstoffe von der Temperatur

der Wasservorextraktion.

Beisgpiel b5: Prifung der Hopfenextrakte auf Ostrogene

Aktivitat

Zur Prifung von individuellen Extraktinhaltsstoffen, einem
Vergleichsextrakt und einem erfindungsgeméfRen Extrakt auf

Wechselwirkungen mit dem humanen Ostrogenrezeptor alpha (ER-

o) bzw. beta (ER-B) wurde ein kompetitiver
Rezeptorbindungsassay durchgefthrt. Dabei wird zundchst
radioaktiwv markiertes Ostradiol an den humanen
Ostrogenrezeptor gebunden und anschliefend mit der zu
untersuchenden Testsubstanz behandelt. Ein der Ostrogenen
‘Potenz der Probe entsprechender Anteil an markiertem
Ostradiol wird dabei verdrangt. Uberschiissiges Ostradiol wird
nach Bindung des Komplexes an Hydroxylapatit herausgewaschen.
Die Ostrogenrezeptor ER-o und ER-B wurden k&uflich als
rekombinante humane Rezeptoren erworben. Die Testansatze
bestanden jeweils aus 1000 pl TEDG-Puffer (10 mM Tris, 1.5 mM
EDTA, 10% Glycerol, pH 7,5), 5 pul Rezeptor (200 nM), 10 ul
3H-Ostradiol und 10 pl  Ethanol (Kontrollwert), 10 pl
Diethylstildéstrol (100 mM, ©Positivkontrolle) oder 10 ul
Extrakt bzw. Extraktinhaltsstoff. Die Ansétze werden

vorsichtig durchmischt und £fir ca. 16 Stunden bei
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Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wird
250 pl Hydroxylapatit (HAP) =zugefligt, um die Proteine zu
adsorbieren. Wahrend einer Inkubationsphase von 15 Minuten
werden die Ansatze alle finf Minuten mit der Hand
durchmischt. Der Niederschlag wird bei 10.000 rpm fir einige
sekunden scharf abzentrifugiert wund der Uberstand wird
abpipettiert. Das Pellet wird dreimal mit je 1000 ul TEDG
puffer gewaschen und zur Messung mit 1000 gl Ethanol
versetzt, aufgeschlédmmt und in ein Szintillationsvial
tberfiihrt. Nach Zugabe von 9 ml Szintillatorfllissigkeit
(Ready Safe, Beckmann) erfolgt eine Messung Uber das gesamte

3-Fenster in einem Beckmann Beta-Counter.

Die Charakterisierung der Bindungskapazitaten der
Testsubstanzen erfolgt liber die Bestimmung der EDso-Werte aus
den Dosis-Wirkungskurven der Ostradiolverdrangung. Die
Ergebnisse sind in der Tab. 1 zusammengestellt und
demonstrieren flir alle untersuchten Inhaltsstoffe potente
Wechselwirkungen mit beiden dstrogenrezeptoren.
tlberraschenderweise erwies gich der erfindungsgemdfe Extrakt
als wesentlich starker wirksam als anhand der Aktivitaten der
einzelnen Inhaltsstoffe zu erwarten ware. Im Gegensatz dazu
zeigte der Vergleichsextrakt eine Aktivitdt an Dbeiden
Rezeptoren, die mindestens 10fach unterhalb der des

erfindungsgemafRen Extraktes lag.

Tab. 1: Bindung von Extraktinhaltsstoffen, einem

erfindungsgeméfen Extrakt und einem Vergleichsextrakt an den
humanen Ostrogenrezeptor-alpha (ER-o) bzw. Ostrogenrezeptor-

beta (ER-B)



10

15

20

WO 03/014287 PCT/EP02/08943

20
Substanz EDsg [pg/ml] Relative Potenz Rel. Potenz ER-0
ER-o, ER-B ER-o, ER-8 Rel. Potenz ER-3
17B-Ostradiol 507 400 1 1 1
8-Prenylnaringenin 4.6x10* | 1.0x10° | 1.1x10% | 4.0x10° 2.72
6-Prenylnaringenin 1.6x10° | 4.6x10° | 3.2x10* | 8.7x10™ 0.37
Isoxanthohumol 2.0x10° | 8.5x10° | 2.5x10* | 4.7x10% 0.54
Xanthohumol 2.0x10° | 1.2x10° | 2.5x10* | 3.3x107 0.78
ErfindungsgeméBer 5 5 3 3
Bealt 3.9x10° | 27x10° | 1.3x10 1.5x10 0.87
Vergleichsextrakt 4.0x10° | 43x10° | 1.3x10* | 9.4x107 1.33

Die PrlUfung von Extrakten auf &strogene Eigenschaften
erfolgte auerdem mit einem  Reportergen-Assay unter
Verwendung von Hefezellen (Saccharomyces). Die Zellen sind
stabil mit dem Thumanen oa-Ostrogenrezeptor und einem
Expressionsplasmid, das ein Ostrogenresponse-Element und das
Gen flr das Enzym B-Galaktosidase enth&lt, transfiziert. Alle
Proben wurden in einer Konzentration von 20 mg/ml in DMSO
geldst wund unverdinnt oder mnach Verdinnen wmit DMSO im
Verh&ltnis 1/10, 1/100 oder 1/1000 in einem Volumen von 1 ul
zZu 100 pul Kulturmedium in 96-Well Flachboden-
Mikrotiterplatten gegeben. AnschliefRend wurden 100 pul
Hefesuspension und das chromogene Substrat Chlorphenolrot-f-
D-Galactopyranosid zugeflgt. Auf jeder Platte wurden zur
Kontrolle Wells vorbereitet, in die nur Kulturmedium bzw. das
Loésungsmittel eingeflillt wurde oder die die
Standardkonzentrationen von 17B-Ostradiol enthielten. Die
Hefezellen wurden 72 h bel 32°C inkubiert und dann wurde die
Absorption des Mediums bei 540 nm in einem
Mikrotitierplatten-Photometer gemessen. Die Proben wurden

teilweise zweifach geprift.
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Ergebnisse:

Probe Aktivitat

96% (g/g) Ethanol-Extrakt |inaktiv

gemdfR Vergleichsbeispiel

92% (g/g) Ethanol-Extrakt |aktiv

gemafs Beispiel 1la

92% (g/g) Ethanol-Extrakt|aktiv

gemaR Beispiel 2

Die Ergebnisse des Assays sind in Figur 2 dargestellt. Als

naktiv" werden hierbei jene Extrakte bezeichnet, deren
Aktivitat 4im Vergleich zur 17B-Ostradiol-Standardkurve

signifikant oberhalb der Background-Werte (entspricht etwa

10% der maximalen Stimulation) lag.
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PATENTANSPRUCHE

Hopfenextrakt, gekennzeichnet durch einen Gehalt an o-
Bittersduren von mindestens 0,5%, an Xanthohumol wvon
mindestens 2% und an prenylierten Flavonen ausgewahlt aus
der Gruppe umfassend 6-Prenylnaringenin, 8-

Prenylnaringenin und Isoxanthohumol von mindestens 0,5%.

Hopfenextrakt nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch einen
Gehalt an o-Bittersduren von mindestens 0, 8%, an
Xanthohumol von mindestens 3% und an prenylierten
Flavonen ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 6-
Prenylnaringenin, 8-Prenylnaringenin und Isoxanthohumol

von mindestens 0,7%.

Verfahren zur Gewinnung eines Hopfenextrakts, umfassend

die Schritte:

ein- oder mehrmaliges Extrahieren einer Hopfendroge mit
einem Cz-Cr-Alkan oder tUberkritischem CO, und Abtrennen
des Drogenrlickstandes von der Extraktionsldsung;

ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenrickstandes
aus Schritt (a) mit Wasser und Abtrennen  des
Drogenrltckstandes;

ein- oder mehrmaliges Extrahieren des Drogenrickstandes
aus Schritt (b) mit einem L&sungsmittel ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus Alkoholen, wassrigen Alkoholen,
Ketonen, wassrigen Ketonen und Estern sowie Filtrieren
der erhaltenen Extraktionsldsung; und

Entfernen des Ld&sungsmittels aus den in Schritt (c)
erhaltenen vereinigten Extraktldsungen und Trocknen des

erhaltenen Rlckstands.
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Verfahren gemdf Anspruch 3, wobei in Schritt (a) ein-,

zwei- oder dreimal extrahiert wird.

Verfahren gema&f einem der Anspruche 3 oder 4, wobei das
Lésungsmittel din Schritt (a) ausgewdhlt ist aus der

Gruppe bestehend aus n-Pentan, n-Hexan und n-Heptan.

Verfahren gemaf Anspruch 5, wobei das Ld&sungsmittel in

Schritt (a) n-Heptan ist.

Verfahren gemdf einem der Ansprliche 3 bis 6, wobei die
Extraktion in Schritt (b) zwischen 60 und 95°C,

vorzugsweise bei etwa 90°C erfolgt.

Verfahren gemdfd einem der Ansprlche 3 bis 7, wobel das
Lésungsmittel in Schritt (c¢) ausgewdhlt ist aus derxr
Gruppe bestehend aus Methanol, wassrigem Methanol,
Ethanol, wassrigem Ethanol, Aceton, wassrigem Aceton und

Ethylacetat.

Verfahren gemdff Anspruch 8, wobel das L&sungsmittel in
Schritt (c) ausgewadhlt ist aus der Gruppe bestehend aus
80-96% (g/g) Ethanol, 74-99% (g/g) Methanol und 60-99%
(g/g) Aceton.

Verfahren gemadd Anspruch 8 oder 9, wobel das

Loésungsmittel in Schritt (c¢) 92% (g/g) Ethanol ist.

Verfahren gemdfzs Anspruch 1, wobei das Lésungsmittel in
Schritt (a) n-Heptan ist und das Ldsungsmittel in Schritt
(¢) 92% (g/g) Ethanol ist.
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Verfahren gem&R® Anspruch 1, wobei das Lésungsmittel in
Schritt (a) tberkritisches CO; ist und das Lésungsmittel

in Schritt (c¢) 92% (g/g) Ethanol ist.

Pharmazeutische Zubereitung, umfassend einen Extrakt
gemafs Anspruch 1 oder 2 und fibliche pharmazeutische

vertrdgliche Hilfsstoffe.

Verwendung eines Extrakts nach Anspruch 1 oder 2 oder
einer pharmazeutischen Zubereitung nach Anspruch 13 zur
Prophylaxe wund Therapie wvon Krankheitszust&nden, die
durch einen Mangel an Ostrogenen oder durch eine
Dysregulation des Geschlechtshormonstoffwechsels,

insbesondere Ostrogenstoffwechsels verursacht werden.

Verwendung nach Anspruch 14, wobeili die Krankheitszustande
aus der Gruppe bestehend aus klimakterischen Beschwerden,
geschlechtshormonabhéngigen Krebserkrankungen, benigner
Prostatahyperplasie, Osteoporose, Alzheimerscher

Krankheit und Herz-Kreislauferkrankungen ausgewdhlt sind.

Verwendung nach Anspruch 15, wobei die
geschlechtshormonabhingigen Krebserkrankungen aus der
Gruppe bestehend aus Brustkrebs, Prostatakrebs und

Gebarmutterkrebs ausgewdhlt sind.
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because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. [:l As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest L—_l The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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Continuation of 1.1
Although Claims 14-16 relate to a method for treatment of the human or

animal body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of
the compound or composition.

Continuation of 1.1

PCT Rule 39.1(iv) — method for treatment of the human or animal body by
therapy.
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Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendele Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, FSTA, BIOSIS, COMPENDEX

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verdifentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X DE 199 39 350 A (PLANTEXTRAKT GMBH & CO 1-4,
KG) 22. Februar 2001 (2001-02-22) 7-10,
in der Anmeldung erwahnt 12-16
Y das ganze Dokument 5,6,11
X US 5 972 411 A (SCHULZE WILLIAM G ET AL) 1,2

26. Oktober 1999 (1999-10-26)
Spalte 12, Zeile 39-64

X US 4 490 405 A (HARTL ALFONS ET AL) 1,2
25. Dezember 1984 (1984-12-25)
Beispiele 4,6

Y US 3 891 781 A (BAUER KURT ET AL) 5,6,11
24. Juni 1975 (1975-06-24)
Spalte 5, Zeile 37-57

-/

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu Sishe Anhang Patentfamilie
entnehmen

° Besondere Kalegorien von angegebenen Verdffentlichungen T Spd'a'lege Ve'rjéﬁe[&gitc;gu?g, die rlaflfch tdrem inte&natioiglaler:1 Ani;nézldedatum
*A" Verdffenllichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Prioritatsdatum veraffentlicht worden Ist und mit der

aber nicht als besonders badeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kol}ldlen, sondern nur zum Veystandms des_ der

" . N . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

*E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist

Anmeldedatum verdffentlicht worden ist *X* Verdifentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchie Erfindung
"L* Verdfientlichung, die geeignet ist, einen Prioritétsanspruch zweifelhaft er— kann allein auigrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf

scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden vy yigrsfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

. au§gefuhn) — . I werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen

O* Verdffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, . Verdftentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und

p Vem?f BetrIIULzung. éalne Alésstellung O?er a{lderf\ Mal?gagrr‘len begleht " diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend Ist

"P" Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nacl ros N . AT N
dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht worden Ist &" Verdifentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts
15. Oktober 2002 31/10/2002
Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde Bevollméchtigter Bediensteter

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

Fax: (+31-70) 3403016 Koch, J
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Versffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle

Betr. Anspruch Nr.

A

MIRANDA ET AL.: "Antiproliferative and
cytotoxic effects of prenylated flavonoids
from hops (Humulus Tupulus) in human
cancer cell 1ines"

FOOD AND CHEMICAL TOXICOLOGY,

Bd. 37, Nr. 4, 1999, Seiten 271-285,
XP002216477

Zusammenfassung

14-16
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Feld| Bemerkungen zu den Ansprichen, die sich ais nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmie Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

1. Anspriiche Nr. -

weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, ndmlich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

2. D Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,

daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhéngige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld I Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthélt:

1. Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebtihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2. Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiithrt werden konnte, der eine
zusétzliche Recherchengeblihr gerechtfertigt hétte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebtihr aufgefordert.

w

Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebtihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fir die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4, l:_—l Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher—
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er—
faBt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusétzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt.

D Die Zahlung zusétzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.
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WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld I.1

Obwoh1 die Anspriiche 14-16 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche
durchgefiihrt und griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen der
Verbindung/Zusammensetzung.

Fortsetzung von Feld I.1

Regel 39.1(iv) PCT - Verfahren zur therapeutischen Behandlung des
menschlichen oder tierischen Kérpers
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