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VERWENDUNG VON WIRKSTOFFGEMISCHEN ENTHALTEND TOCOPHEROLE UND EXTRAKTE DES
HARPAGOPYTUM PROCUMBENS ZUR HERSTELLUNG EINES MEDIKAMENTES GEGEN ARTHRITIS

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Pharmazie und betrifft die Verwendung von
synergistischen Mischungen aus Tocopherolen und speziellen Pflanzenextrakten bzw. deren
aktiven Wirkstoffen zur Herstellung von Medikamenten gegen rheumatische Arthritis.

Stand der Technik

Unter Rheumatismus versteht man akute oder auch chronische Erkrankungen des Bewegungs-
apparates. Bekanntestes Beispiel ist sicher die chronische Polyarthritis oder theumatoide Arth-
ritis (RA), die zu Entziindungen und Deformationen der Gelenke fiithrt. Dabei werden, oft
symmetrisch, vor allem die kleinen Finger- und Zehengelenke, aber auch grofe Gelenke be-
fallen, was mit meist reiBenden oder ziehenden Schmerzen, morgendlicher Steifigkeit,
Schwellungen, Funktionseinschrinkungen und knotenférmigen Verdickungen unter der Haut
(Rheumaknoten) einhergeht. Gemeinsam sind allen rheumatischen Erkrankungen entziindli-
che Reaktionen, die z.T. auf genetische Veranlagung (verbunden mit HLA Genen, wie z.B.
DR4) insbesondere aber auf Autoimmunprozesse zurtickgefithrt werden konnen. So finden
sich vielfach Antikorper gegen Immunglobuline im Serum der Erkrankten. Nachdem epide-
milogische Studien gezeigt haben, dass RA insbesondere solche Personen befillt, die einen
geringen Spiegel an Antioxidantien (wie z.B. Carotine, Tocopherole, Selen etc.) aufweisen,
scheinen auch reaktive Sauerstoffspezies (sogenannte "ROS") beim Entstehen dieser Krank-
heit eine Rolle zu spielen. RA-Patienten zeichnen sich zudem dadurch aus, dass sie einen ge-
ringen Gehalt an Vitamin C im Blut besitzen, eine geringe Erythrozyten Superoxid-Dismutase
(SOD)-Aktivitat aufweisen, wihrend der Gehalt an Thiobarbitursdure-aktiven Substanzen

signifikant erhoht ist.

Bislang gibt es fiir die rheumatische Arthristis keine zuverléssige Behandlungsmethode. Die
im Markt befindlichen Antitheumatika, bei denen es sich z.B. um nicht-steroidale Antiphlo-

gistika oder Corticosteroide handelt, sind lediglich in der Lage, die Symptome zu lindern bzw.
1
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das Ausbrechen der Krankheit zu verzdgern. Auch die biochemischen Prozesse, die RA be-
dingen, sind derzeit noch weitgehend unbekannt. Sicher scheint lediglich zu sein, dass poly-
morphonucleare Neutrophile (PMNs), Monocyten und Marcrophagen an der erhhten ROS-
Aktivitit beteiligt sind. Insbesondere die PMNs zeigen eine verstirkte Chemoluminiszen-
santwort zu fMLP. Das Hydroxylradikal ist dabei offenbar in der Lage, die Struktur der
menschlichen Immunglobuline der Klasse M (IgM) zu veréndern und dadurch die Produktion

von Rheumafaktoren zu stimulieren.

Aus einer Studie von DeBandt et el. in Arthritis Rheumatism 46(2), p552-532 (2002) ist
bekannt, dass Tocopherole, oral aufgenommen, die durch RA bedingte Deformation von Ge-
lenken durch eine wenigstens partielle Inhibierung der Synthese von Interleukin-13 (IL-1p),
dem wichtigsten der in der Gelenkdeformation involvierten Cytokinen, deutlich verringert.
Die Wirkung der Tocopherole ist jedoch bislang nicht optimal.

Folglich hat die Aufgabe der vorliegenden Exfindung darin bestanden, Synergisten zu finden,

die die Bildung von IL-1pB stirker inhibieren, als dies Tocopherole alleine vermdgen. Des
weiteren sollten die Mittel die Bildung von freien Sauerstoffverbindungen (ROS) vermindern.

Beschreibung der Erfindung

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Mischungen, enthaltend

.(a) Tocopherole und

(b) Extrakte des Harpagophytum procumbens (Teufelskrallenwurzel) bzw. deren Wirkstoffe,
ausgewihlt aus der Gruppe, die gebildet wird von Iridoidglucosiden, Harpagosiden, Har-
pagiden und Procumbiden,

zur Herstellung eines Medikamentes gegen rheumatische Arthritis.

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass die Extrakte der Teufelskrallenwurzel bzw. die
darin enthaltenen wirkenden Prinzipien in Kombination mit Tocopherolen zu einer synergisti-
schen Inhibierung der Interleukin-1p-Synthese und damit zu einer Verminderung der durch
rheumatische Arthritis bedingten Gelenkdeformationen fiihrt. Gleichzeitig wurde gefunden,
dass die Mittel auch die Bildung von freien Sauerstoffverbindungen reduziert, so dass den
Entziindungsursachen der rheumatischen Arthritis gleich in zweifacher Weise entgegenge-
wirkt wird.
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Tocopherole

Unter dem Begriff Tocopherole sind die in 2-Stellung mit einem 4,8,12-Trimethyltridecyl-
Rest substituierten Chroman-6-ole (3,4-Dihydro-2H-1-benzopyran-6-ole) zu verstehen, die
auch als Biochinone bezeichnet werden. Typische Beispiele sind die Plastichinone, Tocophe-
rolchinone, Ubichinone, Bovichinone, K-Vitamine und Menachinone (z.B. 2-Methyl-1,4-
naphthochinone). Vorzugsweise handelt es sich um die Chinone aus der Vitamin-E-Reihe,
d.h. a-, B-, y-, 8- und e-Tocopherol, wobei letzteres noch iiber die urspriingliche ungeséttigte
prenylseitenkette verfiigt (s. Abbildung).

CH,
0 CHs

CH; CH; CH;

HO

a-Tocopherol und a-Tocopherolchinon

Daneben kommen auch Tocopherolchinone und -hydrochinone sowie die Ester der Chinone
mit Carbonsiuren, wie z.B. Essigsiure, Bernsteinsiure, Palmitinsiure oder Phosphorséure in
Frage. Der Einsatz von a-Tocopherol, Tocopherolacetat, Tocopherolsuccinat, Tocopherolpal-
mitat und Tocopherolphosphat sowie deren Gemische ist bevorzugt.

Harpagophytum procumbens

Unter der latenischen Bezeichnung Harpagophytum procumbens (pharmakologisch : Harpa-
gophyti radix) verbirgt sich die Teufelskrallenwurzel (auch als Holzspinne bekannt). Zu Hau-
se in der Kalahariwiiste, den Steppen Namibias, Madagaskar und Stidafrika, bezieht sich die
Bezeichnung Teufelskralle auf die Haken, mit denen die Friichte {iberzogen sind. Die Teufels-
kralle ist ein fester Bestandteil der traditionellen afrikanischen Medizin und wird vor allem
wegen ihrer analgetischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften geschétzt; ihr werden
jedoch auch Eigenschaften als Antirheumatikum zugeschrieben, obschon in-vitro und in-vivo

3



10

15

20

25

30

35

WO 03/103694 PCT/EP03/05596

Studien bisher zu Widerspriichlichen Ergebnissen gefiihrt haben. Chemische betrachtet, ent-
halten Harpagophytum-Extrakte vor allem Iridoidglucoside, Harpagoside, Harpagide und Pro-

cumbide.

Iridoidglucosid R = H = Harpagid
R = PhCH=CHCO- = Harpagosid

Daneben sind enthalten Stachyose, freie und glycosylierte Phytosterole (z.B. B-Sitosterol),
Flavonoide (z.B. Kaempferol, Luteolin), Phenolsiuren und glycosidische Phenylpropansiu-
reester (z.B. Verbacoside, Isoacteoside).

Extraktion

Die Herstellung der Extrakte kann in an sich bekannter Weise erfolgen, d.h. beispielsweise
durch wissrigen, alkoholischen oder wissrig-alkoholischen Auszug der Wurzeln. Geeignet
sind alle herkommlichen Extraktionsverfahren wie z.B. Mazeration, Remazeration, Digestion,
Bewegungsmazeration, Wirbelextraktion, Ultraschallextraktion, Gegenstromextraktion, Per-
kolation, Reperkolation, Evakolation (Extraktion unter vermindertem Druck), Diakolation
oder Pestfliissig-Extraktion unter kontinuierlichem Riickfluss. Fiir den groBtechnischen Ein-
satz- vorteilhaft ist die Perkolationsmethode. Als Ausgangsmaterial konnen frische Pflanzen
oder Pflanzenteile eingesetzt werden, iiblicherweise wird jedoch von getrockneten Pflanzen
und/oder Pflanzenteilen ausgegangen, die vor der Extraktion mechanisch zerkleinert werden
konnen. Hierbei eignen sich alle dem Fachmann bekannten Zerkleinerungsmethoden, als Bei-
spiel sei die Gefriermahlung genannt. Als Losungsmittel fiir die Durchfiihrung der Extraktio-
nen konnen organische Losungsmittel, Wasser (vorzugsweise heiles Wasser einer Temperatur
von iiber 80 °C und insbesondere von iiber 95 °C) oder Gemische aus organischen Losungs-
mitteln und Wasser, insbesondere niedermolekulare Alkohole mit mehr oder weniger hohen
Wassergehalten, verwendet werden. Besonders bevorzugt ist die Extraktion mit Methanol,
Ethanol, Pentan, Hexan, Heptan, Aceton, Propylenglykolen, Polyethylenglykolen sowie E-

4
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thylacetat sowie Mischungen hieraus sowie deren wissrige Gemische. Die Extraktion erfolgt
in der Regel bei 20 bis 100 °C, bevorzugt bei 30 bis 90 °C, insbesondere bei 60 bis 80 °C. In
einer bevorzugten Ausfithrungsform erfolgt die Extraktion unter Inertgasatmosphére zur Ver-
meidung der Oxidation der Wirkstoffe des Extraktes. Dies ist insbesondere bei Extraktionen
bei Temperaturen {iber 40 °C von Bedeutung. Die Extraktionszeiten werden vom Fachmann in
Abhiingigkeit vom Ausgangsmaterial, dem Extraktionsverfahren, der Extraktionstemperatur,
vom Verhltnis Losungsmittel zu Rohstoff u.a. eingestellt. Nach der Extraktion konnen die
erhaltenen Rohextrakte gegebenenfalls weiteren tiblichen Schritten, wie beispielsweise Auf-
reinigung, Konzentration und/oder Entférbung unterzogen werden. Falls wiinschenswert, kon-
nen die so hergestellten Extrakte beispielsweise einer selektiven Abtrennung einzelner uner-
wiinschter Inhaltsstoffe, unterzogen werden. Die Extraktion kann bis zu jedem beliebigen Ex-
traktionsgrad erfolgen, wird aber gewdhnlich bis zur Erschopfung durchgefiihrt. Typische
Ausbeuten (= Trockensubstanzmenge des Extraktes bezogen auf eingesetzte Rohstoffmenge)
bei der Extraktion getrockneter Blitter liegen im Bereich von 3 bis 15, insbesondere 6 bis 10
Gew.-%. Die vorliegenden Erfindung umfasst die Erkenntnis, dass die Extraktionsbedingun-
gen sowie die Ausbeuten der Endextrakte vom Fachmann ja nach gewiinschtem Einsatzgebiet
gewihlt werden konnen. Diese Extrakte, die in der Regel Aktivsubstanzgehalte (= Feststoff-
gehalte) im Bereich von 0,5 bis 10 Gew.-% aufweisen, kdnnen als solche eingesetzt werden,
es ist jedoch ebenfalls moglich, das Losungsmittel durch Trocknung, insbesondere durch
Spriih- oder Gefriertrocknung vollstindig zu entfernen, wobei ein intensiv rot gefarbter Fest-
stoff zuriickbleibt. Die Extrakte konnen auch als Ausgangsstoffe fiir die Gewinnung der oben
genannten reinen Wirkstoffe dienen, sofern diese nicht auf synthetischem Wege einfacher und
kostengiinstiger hergestellt werden konnen. Demzufolge kann der Wirkstoffgehalt in den Ex-
trakten 5 bis 100, vorzugsweise 50 bis 95 Gew.-% betragen. Die Extrakte selbst konnen als
wissrige und/oder in organischen Solventien geloste Zubereitungen sowie als spriih- bzw.
gefriergetrocknete, wasserfreie Feststoffe vorliegen. Als organische Losungsmittel kommen in
diesem Zusammenhang beispielsweise die aliphatischen Alkohole mit 1 bis 6 Kohlenstoff-
atomen (z.B. Ethanol), Ketone (z.B. Aceton), Halogenkohlenwasserstoffe (z.B. Chloroform
oder Methylenchlorid), niedere Ester oder Polyole (z.B. Glycerin oder Glycole) in Frage. Vor-
zugsweise werden solche Extrakte eingesetzt, die einen Wirkstoffgehalt im Bereich von 5 bis
90 Gew.-% aufweisen.

In den Endzubereitungen konnen die Komponenten (a) und (b) in Summe in Mengen von 0,1
bis 100, vorzugsweise 1 bis 50 und insbesondere 5 bis 35 Gew.-% enthalten sein, wobei man
die Komponenten (a) und (b) iiblicherweise im Gewichtsverhiltnis 90 : 10 bis 10 : 90, vor-
zugsweise 75 : 25 bis 25 : 75 und insbesondere 60 : 40 bis 40 : 60 einsetzt.
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Gewerbliche Anwendbarkeit

Weitere Gegenstiinde der vorliegenden Erfindung betreffen die Verwendung von Mischungen,
enthaltend

(a) Tocopherole und

(b) Extrakte des Harpagophytum procumbens (Teufelskrallenwurzel) bzw. deren Wirkstoffe,
ausgewihlt aus der Gruppe, die gebildet wird von Iridoidglucosiden, Harpagosiden, Har-
pagiden und Procumbiden,

zur Inhibierung (a) der Synthese von Interleukin-1f und (b) der Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen (ROS).
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Beispiele

Inhibierung der Interleukin-13-Synthese

Die Inhibierung der Interleukin-Synthese wurde analog der Vorschrift in Arthritis & Rheuma-
tism 46(2), p524 (2002) mit einem ELISA Testkit der Firma R&D Systems Europe (Abing-
don, UK) untersucht. Zu diesem Zweck wurde dem Futter einer ersten Gruppe von transgenen
Miusen, die typischerweise innerhalb des ersten Lebensmonats Polyarthritis entwickeln, tiber
einen Zeitraum von 6 Wochen 0,25 mg der Testmischungen in 100 g1 Sonnenblumendl zuge-
mischt. Zwei weitere Gruppen erhielten iiber den gleichen Zeitraum als Kontrolle lediglich
Sonnenblumensl bzw. 0,25 mg Tocopherol in 100 pl Sonnenblumendl verabreicht. Im Ab-
stand von 1 Woche wurden Blutproben entnommen und auf die Menge an gebildetem Inter-
leukin untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Beispiele 1 und 2
sind erfindungsgemiB, V1 und V2 dienen zum Vergleich.

Tabelle 1
Inhibierung der Interleukin-1B-Synthese

Bsp. | Testprodukt Interleukin-1p-Gehalt [pg/ml] nach ...
- | 1w 2w 3Wl‘ L 4w Sw 6w
V1 {Kontrolle 40 60 120 100 90 80
V2 |Tocopherol 20 50 50 55 45 40

1 |Mischung A " 10 30 25 35 30 30

2 |Mischung B ? 10 30 30 35 35 30

1) Mischung aus Tocopherol / gefriergetrockenter Extrakt der Teufelskrallenwurzel im Gewichtsverhiltnis 1:1
2) Mischung aus Tocopherol / gefriergetrockenter Extrakt der Teufelskrallenwurzel im Gewichtsverhaltnis 1:2

Die erfindungsgemifen Mischungen inhibieren die Interleukin-Synthese deutlich stirker als

das Tocopherol alleine.
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Inhibierune der Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS)

Rheumatische Arthritis stellt, wie oben schon erldutert, eine Entziindungserkrankung dar,
welche im Zusammenhang mit der Entwicklung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS)
gesehen wird. Eine Aufgabe der vorliegenden hatte daher darin bestanden, solche Mittel zur
Verfiigung zu stellen, die zusitzlich die Entziindungsursachen, d.h. die Bildung von ROS be-
kimpfen. Im Verlauf einer Entziindung werden Leucocyten, wie beispielsweise die poly-
morphonuclearen neutrophilen Granulocyten (PMN) durch Peptide wie etwa Cytokine stimu-
liert, Botschafterstoffe wie z.B. Leukotrien auszusenden, die von aktivierten oder nekrotischen
Zellen in der Dermis freigesetzt werden. Diese aktivierte PMN setzen nicht nur pro-
inflammatorische Cytokine, Leukotriene und Proteasen, sondern auch ROS, wie z.B. Super-
oxide und Hypochloritanionen frei. Diese Aktivitéit der PMIN wihrend der Inflammation ist als
sogenannter Atmungsausbruch (,,respiratory burst*) bekannt. Zur Untersuchung, inwiefern die
Testsubstanzen den Atmungsausbruch verhindern oder mindern kénnen, wurde eine Zelllinie
von menschlichen leukemischen Granulocyten dieser PMN zusammen mit den Testsubstan-
zen bei 37 °C in Gegenwart von 5 Vol.-% CO, inkubiert. Nach Auslosung des Atmungsaus-
bruchs durch Zugabe eines Hefeextraktes (Zymosan) zur Zelllosung, wurde die Freisetzung
von Superoxidanionen iiber deren Reaktion mit Luminol bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2 zusammengefasst. Angegeben ist die Menge an freigesetzten ROS in %-rel zum
Standard als Mittelwert einer Messreihe mit Dreifachbestimmung. Die Beispiele 3 und 4 sind
erfindungsgemsB, die Beispiele V3 und V4 dienen zum Vergleich.

Tabelle 2
Anti-inflammatorische Wirkung (Angabe in %-rel.)

‘Bsp. | Testprodukt, =~ | - Komz. - , Freigesetzte = -
| , B Gew.-% | . ) ROS
V3 |{Kontrolle 100
V4 | Tocopherol 0,05 99
3 |Mischung A ¥ 0,05 87
4 |Mischung B ? 0,05 89

1) Mischung aus Tocopherol / gefriergetrockenter Extrakt der Teufelskrallenwurzel im Gewichtsverhiltnis 1:1
2) Mischung aus Tocopherol / gefriergetrockenter Extrakt der Teufelskrallenwurzel im Gewichtsverhiltnis 1:2

Die Ergebnisse zeigen, dass die Testsubstanzen einen starken inhibierenden Einfluss auf den
Atmungsausbruch menschlicher Granulocyten besitzen, ohne die Granulocyten zu schidigen.
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Patentanspriiche

Verwendung von Mischungen, enthaltend

(a) Tocopherole und
(b) Extrakte des Harpagophytum procumbens

zur Herstellung eines Medikamentes gegen rheumatische Arthritis.
Verwendung von Mischungen, enthaltend

(a) Tocopherole und
(b) Wirkstoffe, ausgewshlt aus der Gruppe, die gebildet wird von Iridoidglucosiden,
Harpagosiden, Harpagiden und Procumbiden,

zur Herstellung eines Medikamentes gegen rheumatische Arthritis.

Verwendung nach den Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man
als Komponente (a) a-Tocopherol, Tocopherolacetat, Tocopherolsuccinat, Tocopherol-
palmitat, Tocopherolphosphat sowie deren Gemische einsetzt.

Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man Extrakte einsetzt, die einen Wirkstoffgehalt im Bereich von 5 bis 90 Gew.-%
einsetzt.

Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Komponenten (a) und (b) im Gewichtsverhiltnis 90 : 10 bis 10 : 90 ein-
setzt.

Verwendung von Mischungen nach den Anspriichen 1 und/oder 2 zur Inhibierung der
Interleukin-1B-Synthese.

Verwendung von Mischungen nach den Anspriichen 1 und/oder 2 zur Inhibierung der
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS).
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