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DOSIERUNGSFORMEN HYDROXYSTILBEN-HALTIGER WIRKSTOFFE ZUR BEHANDLUNG
KLIMAKTERISHCHER BESCHWERDEN

Die Erfindung betrifft neue Hydroxystilben-haltige Dosierungsformen, Vertanren zur
Herstellung dieser Dosierungsformen und deren Verwendung zur Behandlung klimak-
terischer Beschwerden der Frau, juveniler Oligomenorrhoe und Dysmenorrhoe, primé-
rer und sekundérer Amenorrhoe oder Endometritis.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Die Menopause ist eine Stérung der Ovarialfunktion, begleitet von hohen Spiegeln von
follikelstimulierendem Hormon (FSH) und niedrigen Spiegeln von Ostradiol (E2). Der
Zeitpunkt bis zur letzten Menstruation wird auch als ,Perimenopause“ bezeichnet.
Wahrend dieser Phase bemerken die meisten Frauen zyklische UnregelmaRigkeiten,
welche 1 bis 5 Jahre andauern. In den meisten westlichen Landern leiden etwa 80 %
der peri- und postmenopausalen Frauen an Hitzewallungen und bei etwa 30 % von
ihnen treten die Hitzewallungen so heftig und haufig auf, dass dadurch die Lebensqua-
litét merklich beeintréchtigt wird. Die exakte physiologische Ursache fiir Hitzewallungen
ist nicht bekannt (Ginsburg, Obstetrics and Gynecology Clinics of North America 1994;
21 (2): 381-390). Hitzewallungen folgen auf eine Freisetzung von Gonadotropin-
freisetzendem Hormon (GnRH) aus dem Hypothalamus und sind nicht mit Verénde-
rungen im Ostradiol- und Ostron-Spiegel \verbunden. Sie werden von einer Freisetzung
von luteinisierendem Hormon (LH), Corticotropin, Wachstumshormon und R-
Lipotrophin aus der Hypophyse und von Dehydroepiandrosteron und Androstendion
aus der Nebenniere begleitet. FSH-Spiegel kénnen zwischen normal und hoch (>20
1U/) schwanken.

Die Hormonersatztherapie (HRT) ersetzt die beiden weiblichen Sexualsteroide Ostro-
gen und Progesteron. Fiir viele Jahre wurde die HRT zur Behandlung von klimakteri-
schen Beschwerden sowie zur Pravention von Herz-Kreislauferkrankungen und Osteo-
porose in der Peri- und Postmenopause eingesetzt. Sie wurde als wirksam und sicher
betrachtet. Dies gilt aber nicht mehr, seit grofte randomisierte kontrollierte Studien
durchgeflihrt wurden, die das Gegenteil zeigten (Beral et al., Lancet 2002; 360: 942-
944, Collaborative Group, Lancet 1997; 359: 1047-1059). HRT hat keine positive Wir-
kung auf die Inzidenz und Progression von koronaren Herzerkrankungen. Es gibt sogar
Hinweise, dass sie das Risiko flir Herz-Kreislauferkrankungen von peri- und postme-
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nopausalen Frauen erhoht. In einer randomisierten, placebo-kontrollierten Doppel-
blindstudie zur Primarpravention mit Ostrogen plus Progestin, durchgefiihrt von der
Women'’s Health Initative (WHI) wurden nach einer HRT 100 % mehr Thrombosen,
41% mehr Schlaganfélle und 29% mehr Myokardinfarkte im Vergleich zu Placebo fest-
gestellt (Writing Group for WHI Investigators JAMA 2002; 288: 321-333, Chlebowsky et
al. JAMA 2003; 289: 3243-3253). Dariiber hinaus wurde anhand von randomisierten
kontrollierten Studien festgestellt, dass die HRT mit einem erhdhten Risiko fiir das Auf-
treten von Brustkrebs verknipft ist (Million Women Study Collaborators Lancet 2003;
362: 419-427, Schairer et al. JAMA 2000; 283: 485-491, Ross et al J Natl Cancer Inst
2000; 92; 328-332, Colditz et al. N Engl J Med 1995; 332: 1589-1593, Magnusson et
al. Int J Cancer 1999; 81: 339-344).

Der Ostrogen-Rezeptor (ER) vermittelt die Aktivitit der Ostrogene bei der Regulation
einer Anzahl wichtiger physiologischer Prozesse, einschlieflich der Entwicklung und
Funktion des weiblichen reproduktiven Systems. Wahrend die Stimulation von Prozes-
sen in diesen Geweben wichtige gesundheitliche Vorteile besitzt, kann die Stimulation
anderer Gewebe, wie der Brust und dem Uterus, insbesondere in der Peri- und Post-
menopause das Krebsrisiko erhthen. Die ER-Familie umfasst zwei Subtypen, namlich
ERa und ERR. Studien mit ER-selektiven Knock-out-Mausen haben gezeigt, dass die
typischen unerwiinschten Ostrogen-Wirkungen, wie Endometriumhyperplasie und
Brustkrebs, durch ERa vermittelt werden, wahrend ERD als negativer Regulator von
ERa wirkt und fiir den Schutz gegen Hyperproliferation und Karzinogenese in Gewe-
ben, in denen beide Rezeptoren koexprimiert werden, von Bedeutung ist (Hewitt et al.
Brest Cancer Res 2003; 2: 345-352, Frasor et al Endocrinology 2003; 144: 3159-3166,
Lindberg et al Mol Endocrinol 2003; 17: 203-208).

Aufgrund der Ergebnisse klinischer und experimenteller Studien weigern sich immer
mehr Frauen, die HRT fir ihre klimakterischen Beschwerden anzuwenden. Dariiber
hinaus ist die HRT nicht indiziert fir die Behandlung von Frauen, welche bereits einen
endokrin-abhdngigen Tumor hatten, oder ein hohes Krebsrisiko, insbesondere Brust-
krebs und Endometriumkrebs, aufweisen. Deshalb sind neue Wirkstoffe zur Behand-
lung von klimakterischen Beschwerden, welche insbesondere auch in der Langzeitan-
wendung frei sind von den mit einer HRT verbundenen potenziellen Risiken, sehr win-

schenswert.
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Es gibt mehrere sogenannte Phytodstrogene, welche eine Wirksamkeit bezlglich der
Reduktion von Hitzewallungen und SchweiRausbriichen fiir sich beanspruchen. Fr die
meisten dieser Pflanzenpraparate sind die Ergebnisse Klinischer Studien, sofern {iber-
haupt vorhanden, widerspriichlich oder zeigen keine Wirksamkeit im Vergleich zu Pla-
cebo. Dartiber hinaus kdnnen einige Inhaltsstoffe dieser Praparate eine dstrogene Ak-
tivitat trotz ihrer relativ schwachen Bindungsaffinitét fir ERa aufweisen (z.B. Genistein,
Coumestrol, Equol und Zearalenon; Miiller et al Toxicol. Sci. 2004; 80: 14-25) und so-
mit ein Risiko dhnlich der HRT darstellen. In der Tat wurde beobachtet, dass eine
Langzeitbehandlung mit Soja-Phytodstrogenen zu einer Endometrium-Hyperplasie
fiihrte (Unfer et al., Fertil Steril 2004; 82: 145-148). Diese Beobachtungen stellen die
Langzeitsicherheit von Phytoostrogenen insbesondere in Bezug auf das Endometrium

in Frage.

Es besteht somit ein starker Bedarf an neuen Wirkstoffen oder Wirkstoffkombinationen
zur Behandlung von klimakterischen Beschwerden, die nicht an den ERa binden, d.h.
nicht pro-karzinogen sind, und die Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen
nicht férdern.

Seit 1993 ist in Deutschiand unter der Bezeichnung Extrakt Rheum rhaponticum (ERr
731®) (Handelsname PhytoestroI®N) ein Trockenextrakt aus Wurzeln von Rheum rha-
ponticum zur Follikelhormonersatztherapie, beispielsweise zur Behandlung von Frauen
mit klimakterischen Beschwerden, juveniler Oligomenorrhoe und Dysmenorrhoe, pri-
marer und sekundarer Amenorrhoe sowie Endometritis auf dem Markt. Die Inhaltsstof-
fe des spezifischen ERr 731°-Extrakts sind Rhaponticin, Desoxyrhaponticin, Rhaponti-
genin und Desoxyrhapontigenin (Tabelle 1).

Tabelle 1

Zusammensetzung des Extrakts ERr 731°

Hydroxystilben Chemischer Name . CAS Nr.

Rhaponticin 3,3’,5-Trihydroxy-4-methoxystilben-3-O- 155-58-8
R-D-glucopyranosid

Desoxyrhaponticin 3’ 5-Dihydroxy-4'-methoxystilben-3-O-13- 30197-14-9

D-glucopyranosid

Rhapontigenin 3,3,5-Trihydroxy-4-methoxystilben 500-65-2

(trans-Rhapontigenin)

Desoxyrhapontigenin 3,5-Dihydroxy-4’-methoxystilben 33626-08-3

M/45333-PCT Climacteric




10

15

20

WO 2006/082073 PCT/EP2006/000957
4

Samtliche Inhaltsstoffe von ERr 731® gehdren zur Gruppe der Hydroxystilbene. Mehre-
re Studien haben gezeigt, dass Zahl und Position der freien Hydroxy- und Metho-
xygruppen die biologische Aktivitat der Hydroxystilbene stark beeinflusst. Der pharma-
kologische Effekt der Hydroxystilbene ist dariiber hinaus abhangig von der Prasenz

einer Glukosegruppe.

R’ R? R3

Resveratrol OH H OH
Rhaponticin OCH; OH O-Glc
Desoxyrhaponticin OCH; H O-Gle
Rhapontigenin OCH; OH OH
Desoxyrhapontigenin OCH; H OH
Astringin OH OH 0O-Glc
Piceatannol (Astringenin) OH OH OH

Ob, bzw. zu welchen Metaboliten die Inhaltsstoffe von ERr 731®, z.B. nach oraler Ver-
abreichung im Korper abgebaut werden, ist nur unzureichend untersucht. So ist ledig-
lich aus Untersuchungen zur antithrombotischen und antiallergischen Aktivitat von
Rhaponticin-haltigen Extrakten aus Rhei Rhizoma bekannt, dass Rhaponticin durch
Bakterien des menschlichen Intestinaitrakts zu Rhapontigenin abgebaut wird (Park et
al, Arch. Pharm. Res. 2002, 25 (4), 528-533). Eine Metabolisierung von Rhaponticin zu
Piceatannol oder von Desoxyrhaponticin zu Resveratrol wurde bisher nicht beschrie-

ben.
Das im Handel befindliche Praparat ERr 731° (Handelshame Phytoestroi® N) weist in
Bezug auf Dosierungsform und Herstellung gewisse Nachteile auf. Insbesondere ist

der absolute Wirkstoffgehalt im Handelsprodukt relativ gering, so dass die Dosierungs-
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form fiir eine Wirkstoffdosis von beispielsweise 4 mg relativ groR ist (400 mg-Tablette),

was bei oraler Applikation zuweilen als nachteilig empfunden wird.

Die GroRe der Dosierungsform wirkt sich zudem nachteilig auf die Herstellungskosten
aus, da relativ zur Wirkstoffmenge ein Uberproportibnal hoher Anteil an Formulierungs-
hilfsstoffen enthalten ist, was wiederum die Herstellungskosten unndtig erhdht. Eine
Verkleinerung der festen Dosierungsform ist nicht ohne weiteres erreichbar, da bei
Verringerung der GroRRe der Dosierungsform der Grenzwert fir die noch zuléssige
Schwankung im Wirkstoffgehalt immer schwieriger einzuhalten ist. Dies gilt insbeson-
dere bei Wirkstoffen des vorliegenden Typs, die zu einem starken Entmischen wéahren
der Herstellung der festen Dosierungsform, insbesondere des wirkstoffhaltigen Tablet-
tenkerns, neigen.

Da bei den fiir obige Indikation eingesetzten festen Dosierungsformen eine Wirkstoff-
freisetzung in Darm teilweise erwlinscht ist, werden herkémmliche Formulierungen mit
einer magenresistenten Beschichtung versehen. Derartige Beschichtungen weisen, zur
Vermeidung unerwiinschter Rissbildungen gewd&hnlich einen Weichmacher auf, wel-
cher haufig zu Unvertraglichkeiten wie z.B. Allergien fiihrt, insbesondere bei langerer
Einnahme des Medikaments. Andererseits besteht bei Aufireten von Rissen die Gefahr
der Auslésung von Magenschmerzen. Rissbesténdige, aber weichmacherfreie, ma-

gensaftresistente feste Formulierungen wéren daher ebenfalls wiinschenswert.

Nachteile der derzeit auf dem Markt befindlichen festen oralen Dosierungsformen sind
zuweilen auch darin zu sehen, dass die Inhaltsstoffe nicht sofort wirken kénnen, da die
Freisetzung erst mit einer gewissen zeitlichen Verzdgerung erfolgt und somit eine Be-
handlung akuter Beschwerden, wie plétzlich auftretender Migréne oder Hitzewallungen,
nicht optimal ist. Darliber hinaus sind herkémmliche feste Dosierungsformen nur sys-
temisch und nicht lokal verabreichbar, was bei lokal begrenzten gesundheitlichen Sto-
rungen, wie z.B. dem Auftreten von Vaginalproblemen und sonst keinen anderen kli-
makterischen Beschwerden, von Nachteil ist. Dariiber hinaus sind feste Dosierungs-
formen, insbesondere magensaftresistente Tabletten nur begrenzt individuell dosier-
bar, weil nicht teilbar, was ebenfalls von Nachteil sein kann. Alternative, bedarfsgerech-
ter einsetzbare Dosierungsformen obiger Wirkstoffe waren daher wiinschenswert.

M/45333-PCT : Climacteric
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6
Gegen die Bereitstellung von Dosierungsformen, welche nicht flr eine orale Verabrei-

chung ausgelegt sind, wie z.B. lokal zu applizierende Gele, spricht auch, dass bisher
angenommen wurde, dass die Resveratrol- und Piceatannol-Vorlaufer, wie Rhaponticin

~ und Desoxyrhaponticin, per se pharmakologisch inaktiv sind und erst durch Metaboli-

sierung nach oraler Gabe zu Resveratrol und Piceatannol Wirkung zeigen.

Die FR 2 835 185 beschreibt einen komplexen Rhabarberextrakt, erhaltlich aus Wur-
zelstocken von Rheum rhaponticum, der dadurch gekennzeichnet sein soll, dass er
mindestens 50 % Hydroxystilbene enthélt, wobei diese Hydroxystilbene zu mindestens
50 % aus Rhaponticin, Desoxyrhaponticin, Astrangin und Piceatannol bestehen. Ein
bevorzugter Extrakt enthélt 15 — 50 Gew.-% Rhaponticin, 10 — 35 Gew.-%
Desoxyrhaponticin, 5 — 10 Gew.-% Astrangin und 0,1 — 3 Gew.-% Piceatannol. Dieser
Extrakt wird, wie in den Beispielen veranschaulicht, durch wéssrig-alkoholische Extrak-
tion von Wurzelstécken von Rheum rhaponticum hergestellt. Der damit erzielbare Ge-
samtanteil an Rhaponticin und Desoxyrhaponticin betragt dabei nur 76 Gew.-%.
Astrangin ist in einem Anteil von 11 Gew.-%, Piceatannol in einem Anteil von 3 Gew.-%
und Anthracenoside sind in einem Anteil von 0,5 Gew.-% enthalten. Dariiber hinaus
scheint dieser Extrakt ca. 10 Gew.-% weitere, nicht ndher beschriebene Bestandteile
zu enthalten. In der FR 2 835 185 wird auRerdem behauptet, dass der dortige spezielle
Extrakt infolge angeblicher Synergieeffekte der verschiedenen Inhaltsstoffe des Extrak-
tes biologische Eigenschaften besitzt, die der Wirkung der einzelnen Hydroxystilbene
erheblich Uberlegen sind, insbesondere denjenigen Wirkungen, die die dort beschrie-
benen Inhaltsstoffe einzeln aufweisen sollen. Der dort beschriebéne Extrakt soll angeb-
lich antioxidative, tumorhemmende, entziindungshemmende und dstrogene Eigen-
schaften besitzen. Tats&chlich liefert aber die FR 2 835 185 keine nachpriifbare techni-
sche Lehre fir die behauptete pharmakologische Anwendbarkeit, geschweige denn, fiir
den behaupteten Synergieeffekt des dort beschriebenen komplexen Drogenextraktes.
Der experimentelle Teil beschreibt lediglich einzelne Formulierungsbeispiele fiir Kap-
seln, Tabletten oder Cremes. Insbesondere fehlen jegliche Versuchsdaten, welche die
angebliche Brauchbarkeit zur Behandlung von solchen Erkrankungen belegen, welche
im Zusammenhang mit freien Radikalen stehen, wie zum Beispiel beschleunigte Alte-
rung, Krebs, Arteriosklerose, Falten, entziindliche Ph&nomene und dergleichen. Auch
die behauptete Eignung einer Kombination des dort beschriebenen Rhabarberextrakts
mit einem an Prenylflavonoiden reichen Hopfenextrakt zur Behandlung von mit freien
Radikalen stehenden Krankheiten und/oder zur Behandlung von hormonellem Un-
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gleichgewicht, wie Amenorrhoe, Menopause, Hitzewallungen usw. ist durch keine Da-
ten belegt. Es bleibt dariiber hinaus véllig unklar, welche der tatsachlich in dem dort
beschriebenen Extrakt enthaltenen Komponenten (Rhaponticin, Desoxyrhaponticin,
Astrangin, Piceatannol, Anthracenoside sowie die in einem Anteil von 10 % enthalte-
nen nicht analysierten Bestandteile) zu der behaupteten pharmakologischen Aktivitat
beitragen oder gegebenenfalls sogar fiir die behauptete Synergie zwingend erforderlich
sind. Die tatsachliche Offenbarung der FR 2 835 185 sollte daher auf die Herstellung
eines spezifischen, komplexen Rhabarberexiraktes durch wassrig-alkoholische Extrak-
tion von Wurzelstdcken von Rheum rhaponticum und die Herstellung spezifischer
Hydroxystilben-Derivate sowie die Herstellung diverser pharmazeutischer Formulierun-
gen beschrankt sein. Darliber hinaus bestehen Zweifel, ob der komplexe Extrakt ge-
maRk FR 2 835 185 iiberhaupt in zufriedenstellender Weise zu Tabletten verarbeitbar
ist, die den Qualitdtsstandards der pharmazeutischen Industrie geniigen.

Es besteht daher ein Bedarf an verbesserten Dosierungsformen fiir den Extrakt ERr
731 und anderen Mitteln mit ahnlichen Wirkstoffen zur effizienteren Behandiung unter-
schiedlicher klimakterischer Erkrankungen, welche einen oder mehrere der oben be-
schriebenen Nachteile nicht mehr aufweisen.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Uberraschenderweise wurde diese Aufgabe durch Bereitstellung von einfacher herzu-

stellenden, festen Dosierungsformen von ERr 731® und vergleichbaren Wirkstoffen und
Wirkstoffkombinationen geldst, welche zudem einen héheren Wirkstoffgehalt aufweisen
kdnnen. Obige Aufgabe wurde auch geldst durch erstmalige Bereitstellung von halbfes-
ten und fliissigen Dosierungsformen der oben beschriebenen Wirkstoffe und Kombina-

tionen davon.
Uberraschenderweise wurde ndmlich folgendes festgestellit:
a) Kleinere feste Dosierungsformen mit héherem relativen Wirkstoffgehalt sind her-

stellbar, die eine iberraschend geringe prozentuale Schwankung im Wirkstoffgehalt

zeigen.
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b) Kleinere feste Dosierungsformen mit héherem relativen Wirkstoffgehalt und magen-
saftresistenter Beschichtung sind zudem rissbestéandiger als herkémmliche Tabletten
und kénnen ohne Weichmacher in der Beschichtung formuliert werden, wodurch weni-
ger Nebenwirkungen, wie Magenprobleme und Allergien, aufgrund fehlender Weich-

macher, auftreten.

c) Aufgrund der Uiberraschend festgesteliten Wirksamkeit von Resveratrol- und Picea-
tannol-Vorldufern, wie Rhaponticin und Desoxyrhaponticin per se besteht die Méglich-
keit der Bereitstellung von fllissigen oder halbfesten Formulierungen, welche diese
Wirkstoffe umfassen und lokal applizierbar sind, besser und genauer individuell dosier-
bar sind, den Wirkstoff schneller bioverfligbar machen und weniger Nebenwirkungen,
wie Magenprobleme und Allergien, aufgrund fehlender Zusatze, wie Weichmacher,
zeigen. Dartiber hinaus sind solche fllissigen oder halbfesten Formulierungen beson-
ders einfach herzustellen.

FIGURENBESCHREIBUNG

Figur 1 zeigt die Bildung von Piceatannol und Resveratrol in vivo in méannlichen und
weiblichen Hunden 24 Stunden nach Verabreichung von 100 mg ERr 731/kg Kérper-

gewicht.

Figur 2 zeigt die dstrogene Aktivitét von 178-Ostradiol im Vergleich zu Resveratrol, cis-
und trans-Rhapontigenin, Desoxyrhapontigenin, Piceatannol und ERr 731 in einem
rekombinanten Hefe-Screen, stabil exprimierend ER-a. Die Konzentrationen (X-Achse)
sind molare Konzentrationen mit Ausnahme der ERr 731® -Konzentration, die in pg/ml
angegeben ist.

Figur 3 zeigt die 8strogene Aktivitat von 17p-Ostradiol im Vergleich zu Resveratrol, cis-
und trans-Rhapontigenin, Desoxyrhapontigenin, Piceatannol und ERr 731°, angegeben
als Aktivitdt von alkalischer Phosphatase in Ishikawa-Zellen, transient mit ER-a. Die
Konzentrationen (X-Achse) sind molare Konzentrationen mit Ausnahme der ERr 731 -
Konzentration, die in yg/ml angegeben ist.

Figur 4 zeigt das Ergebnis einer pharmakokinetischen Untersuchung des Inhaltsstoffs
Rhaponticin von ERr 731% im Blut einer Probandin nach oraler ERr 731® Gabe. Rha-
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ponticin konnte im Blut nachgewiesen werden, nicht jedoch Rhapontigenin. Ebenso
war dessen Metabolit Piceatannol unter den Versuchsbedingungen im Blut nicht nach-

weisbar.

Figur 5 zeigt das Ergebnis von Versuchen zur Aktivierung des Ostrogenrezeptors-f
(ERB) durch die Wirkstoffkombination ERr 731® in der humanen Endometriumkarzi-
nomzelllinie HEC-1B (Figur 5a); die Aglycone trans-Rhapontigenin (Figur 5b) und De-
soxyrhapontigenin (Figur 5¢) sind erst bei héheren Konzentrationen wirksam (E2 =
Ostradiol; RLU = relative Luciferase Units); * = p < 0.05; ** = p < 0.01

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
1. Bevorzugte Gegenstande der Erfindung

Gegenstand der Erfindung ist eine feste Dosierungsform, umfassend einen wirkstoff-
haltigen festen Kern mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und einem Wirk-
stoffgehalt von etwa 1 bis 20 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht des Kerns,
wobei der Wirkstoff einen Hydroxystilben-haltigen Wirkstoff oder eine Hydroxystilben-
haltige Wirkstoffkombination umfasst, ausgewahlt unter Resveratrol- und Piceatannol-
Prodrugs (Vorléaufer), wie insbesondere Rhaponticin, Desoxyrhaponticin, cis- und trans-
Rhapontigenin, Desoxyrhapontigenin und Astringin; sowie Resveratrol und Piceatan-
nol; sowie deren stereoisomeren Formen, jeweils in Form ihrer Salze oder in der Phe-
nolform und funktionellen Derivaten, oder Kombinationen dieser Verbindungen.

Resveratrol- und Piceatannol-,Prodrugs” im Sinne der Erfindung sind insbesondere
Substanzen, welche in vivo, wie z.B. im Menschen und/oder einem anderen Sauger,
wie z.B. Hund, in Resveratrol und/oder Piceatannol teilweise oder ganz Uberfuhrbar
sind. Hierbei kann es sich um zuckerhaltige (Gycoside) oder zuckerfreie (Aglycone)
natlrliche oder synthetische Vorlaufer von Resveratrol oder Piceatannol handeln. Typi-
sche Beispiele fur zuckerhaltige Vorlaufer umfassen Rhaponticin, Astringin und Deso-
xyrhaponticin. Typische Beispiele fur zuckerfreie Vorlaufer umfassen Rhapontigenin
und Desoxyrhapontigenin. Die Begriffe ,Prodrug” oder ,Vorlaufer® sind aber im Kontext
der Erfindung nicht als funktionelle Einschrankung zu verstehen. Wie durch die spater
beschriebenen Versuchsergebnisse belegt, entfalten insbesondere die erfindungsge-
mafen ,Vorlaufer* per se vorteilhafte pharmakologische Wirkungen.
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Vorzugsweise liegen die Wirkstoffe im Wesentlichen in der trans-Form vor. Salze sind
insbesondere die Alkali- und Erdalkaliphenolate obiger Verbindungen, die eine oder
mehrere freie phenolische Hydroxylgruppen aufweisen. Liegen mehrere Hydroxylgrup-
pen vor, so kdnnen diese teilweise oder vollstdndig in der Salzform vorliegen.

Der erfindungsgema0 einzusetzende Wirkstoff oder die Wirkstoffkombination ist dabei
chemisch synthetisiert oder insbesondere ein aus natiirlichen oder rekombinanten
Pflanzen isolierbarer Inhaltsstoff oder eine daraus isolierbare Inhaltsstoffkombination
welche wenigstens eine der oben genannten Hydroxystilben-Verbindungen enthélt. Die
anfallenden Pflanzenextrakte oder einzelne Komponenten davon kénnen auch Deriva-
tisierungsreaktionen unterzogen werden, um sogenannte funktionelle Derivate zu er-
halten. Dabei handelt es sich insbesondere um solche Derivate, die im menschlichen
oder tierischen Kérper nach Verabreichung wieder in die nichtderivatisierte Ausgangs-
verbindung zurtickfiihrbar sind. Insbesondere sind zu nennen Ether und Esterderivate
der erfindungsgemaf verwendeten Verbindungen. Dabei kdnnen einzelne oder alle
veretherbaren oder veresterbaren Gruppen eines Molekiils (insbesondere die phenoli-
schen und glucosidischen Hydroxygruppen) derivatisiert sein. Beispiele geeigneter
Derivate und deren Herstellung sind z.B. in der FR 2 835 185 beschrieben, worauf
hiermit ausdrtcklich Bezug genommen wird. So kénnen genannt werden: Ester von
gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen oder aromatischen Carbonsduren mit bis
zu 25 Kohlenstoffatomen, wie 1 bis 25 Kohlenstoffatomen, wie z.B. gesattigte Cg - Coo-
Fettsduren (wie z.B. gesé’ittigte unverzweigte Fettsduren ausgewahlt unter Capronsiu-
re, Onanthséure, Caprylséure, Pelargonsiure, Caprinsaure, Undecansiure, Laurins&u-
re, Tridecansaure, Myristinsaure, Pentadecansaure, Palmitinsdure, Margarinséure,
Stearinsaure, Nonadecansaure, Arachinsdure, Behenséure); oder Silylether, wobei das
Siliziumatom drei gleiche oder verschiedene, geradkettige oder verzweigte, geséttigte
oder ungeséttigte Kohlenwasserstoffreste mit bis zu 20 Kohlenstoffatomen, wie z.B. C;
- Co-Alkyl oder C, - Cyo-Alkenyl, tragt.

Bevorzugt wird eine Wirkstoffkombination aus wenigsten zwei der oben genannten
Verbindungen eingesetzt, wie z.B. 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Einzelverbindungen, wobei die
Gruppe der Resveratrol-Vorlaufer (insbesondere Desoxyrhaponticin und Desoxyrha-
pontigenin) und der Piceatannol-Vorldufern (insbesondere Rhaponticin und Rhaponti-
genin) durch jeweils eine Verbindung vertreten ist.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Wirkstoff oder die Wirkstoffkombination
aus Pflanzen zugénglich, die ausgewahlt sind unter natiirlichen Pflanzen sowie durch
Zichtung veranderten oder rekombinanten, genetisch verdnderten, Pflanzen, die einen
in Vergleich zur entsprechenden unveranderten Pflanze héheren Gehalt an wenigstens
einem der gewiinschten Inhaltsstoffe aufweisen. Insbesondere sind diese Pflanzen
ausgewahit unter Pflanze der Gattung Rheum spp., Astragalus spp., Cassia spp. oder
Picea spp. oder wirkstoffhaltigen Pflanzenteilen. Nichtlimitierende Beispiele fiir geeig-
nete Arten dieser Gattungen sind Rheum undulatum, Rheum palmatum, Rheum tatari-
cum, Rheum officinale, Rheum wittrockii, Rheum altaicum, Rheum reticulatum, Astrag-

alus complanatus Cassia garrettiana und Picea sitchensis.

Dem Fachmann ist auflerdem bewusst, dass Gattungen/Arten unterschiedlicher Provi-
nienz sowie verschiedenen Alters (d.h. Ernte zu verschiedenen Zeiten der Vegetati-
onsperiode) einsetzbar sind, was wiederum Einfluss auf Art, Menge und Zusammen-
setzung des daraus isolierbaren Wirkstoffe und Gemische haben kann. Ebenso sind
verschiedene Pflanzenteile, wie Wurzeln, Rhizome, Blatter und/oder Stangel, grund-

sétzlich brauchbar.

Besonders vorteilhaft ist der Wirkstoff oder die Wirkstoffkombination erhéitlich aus den
Wurzeln und/oder anderen Pflanzenteilen, insbesondere von Rheum rhaponticum.

In einer weiteren Ausfiihrungsform umfasst die Wirkstoffkombination im Wesentlichen
Rhaponticin und Desoxyrhaponticin, wobei die Wirkstoffkombination insbesondere im
Wesentlichen Rhaponticin und Desoxyrhaponticin in einem Gewichtsverhaitnis von
etwa 10:1 bis 1:10, wie z.B. in einem Bereich von etwa 5:1 bis 1:5 oder 4: 1 bis 1:4
oder 3:1 bis 1:3 oder 2:1 bis 1:2 oder etwa 1:1, umfassen kann.

In einer speziellen festen Dosierungsform ist die Wirkstoffkombination aus im Wesent-
lichen Rhaponticin und Desoxyrhaponticin in einem Gewichtsverhaltnis von etwa 2:1
bis 1:2 enthalten.

Eine weitere bevorzugte Wirkstoffkombination kann Rhaponticin und Desoxyrhaponti-
cin, insbesondere in oben angegebenen Mengenverhaltnissen, sowie Rhapontigenin

und/oder Desoxyrhapontigenin umfassen. Der mengenméRige Anteil von Rhapontige-
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nin und/oder Desoxyrhapontigenin am Gesamtwirkstoffgehalt kann (iber einen weiten
Bereich schwanken, und liegt z.B. im Bereich von etwa 0.01 bis 20 Gew.-%, insbeson-
dere 0.1 bis 5 Gew.-%, bezogen auf den Gesamtwirkstoffgehalt.

Weiterhin sind Wirkstoffkombinationen bevorzugt, die einen Hydroxystilben-
Gesamtgehalt, insbesondere einen Gesamtgehalt an Desoxyrhaponticin, Desoxyrha-
pontigenin, Rhaponticin und Rhapontigenin, oder einen Gesamtgehalt an Rhaponticin
und Desoxyrhaponticin, von mehr als 90 Gew.-%, wie z.B. 91 bis 100 Gew.-%, oder 92
bis 99 oder 93 bis 98 oder 94 bis 97 Gew.-%, aufweisen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfliihrungsform wird eine Wirkstoffkombination ver-
wendet, die im wesentlichen frei ist von Aglycon-Derivaten von Rhaponticin und Deso-
xyrhaponticin, wie insbesondere Resveratrol und Piceatannol. ,Im Wesentlichen frei
bedeutet einen Aglycon-Gehalt von weniger als 5 Gew.-%, insbesondere weniger als 2
Gew.-% wie z.B. weniger als 1 Gew.-% oder 0,1 Gew.-%, wie 0 bis 0,05 Gew.-%, je-
weils bezogen auf den Gesamtgehalt an Rhaponticin plus Desoxyrhaponticin.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform wird als Wirkstoffkombination ein
pflanzlicher Trockenextrakt verwendet, der einen hohen Anteil an Glycosiden, insbe-
sondere Glycosiden des oben beschriebenen Typs, aufweist. Glycoside sind insbeson-
dere die oben beschriebenen glycosidischen Vorlaufer von Resveratrol und Piceatan-
nol. Diese sind z,B in einem Anteil von 30 bis 100 Gew.-%, 50 bis 100 Gew.-%, vor-
zugsweise jedoch in Anteilen vor mehr als 76 Gew.-%, wie 76 bis 99 Gew.-% oder 80
bis 98 Gew.-% oder 85 bis 96 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht des
Trockenextrakts enthalten.

Weiterhin sind solche Wirkstoffkombinationen bevorzugt, die einen Gehalt von weniger
als 0,5 Gew.-% , wie z.B. 0 — 0,49 Gew.% oder 0,001 bis 0,3 oder 0,01 bis 0,2 oder
0,01 bis 0,1Gew.-% an Anthrachinon und/oder Anthrachinoiden (jeweils bezogen auf
Trockengewicht der Wirkstoffkombination) aufweisen. Anthrachinoide sind dabei im
weitestens Sinn als Substanzen mit Anthrachinon-Grundgerist zu verstehen.

Ein ,Trockenextrakt® in Sinne der Erfindung liegt insbesondere dann vor, wenn der
Restfeuchtegehalt, d.h. der Restanteil an Wasser und/oder organischer Fliissigkeit,
(wie Extraktionsmittel) weniger als etwa 5 Gew.-%, insbesondere weniger als 2 Gew.-
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%, wie z.B. 0 bis 1,5 Gew.-% oder 0,1 bis 0,5 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Ge-

samtgewicht des erhaitenen Trockenextrakts, betragt.

Nichtlimitierende Beispiele geeigneter fester Dosierungsformen sind solche, wobei die
Wirkstoffkombination im wesentlichen aus etwa

60-66 Gew.-% Rhaponticin

30-35 Gew.-% Desoxyrhaponticin

0-2 Gew.-% Rhapontigenin;

0-2 Gew.-% Desoxyrhapontigenin
besteht.

Bevorzugte feste Dos'ierungsformen weisen einen Gesamt-Wirkstoffgehalt von etwa 2

bis 20 mg je Dosiseinheit auf.

Insbesondere sind solche festen Dosierungsformen Gegenstand der Erfindung die ei-
nen zuckerfreien, insbesondere, Mono- oder Disaccharid-freien, wie z.B. Lactose-freien

Kern aufweisen.

Geeignete feste Dosierungsformen kdnnen in Form einer Pille, einer Tablette, eines

Extrudats oder eines Granulat vorliegen.

Feste Dosierungsformen in Form eines Dragees, gegebenenfalls mit einem magensaft-
resistenten Uberzug sind besonders bevorzugt. Vorzugsweise sind derartige Uberziige
frei von Weichmachern, wie Phthalaten, wie z.B. Diethylphthalat. Beschichtungsmittel,
welche sich besonders zur Herstellung magensaftresistenter, weichmacherfreier Uber-
zlige eignen, sind ausgew&hlt unter bekannten natlrlichen und synthetischen Be-
schichtungsmitteln (vgl. z.B. Voigt, Pharmazeutische Technologie, 7. Auflage 1993,
Ullstein Mosby, Berlin). Besonders geeignete Beschichtungsmittel sind, ohne darauf
beschrankt zu sein, Schellack und Cellulosederivate, wie Hydroxypropylmethyicellulo-
sederivate, wie z.B. Hydroxypropylmethylcelluloseacetatsuccinat, erhéltlich unter der
Handelsbezeichnung AQOAT.

Insbesondere ist eine feste Dosierungsform mit einem Gesamtgewicht im Bereich von
etwa 150 mg + 20 mg einem Kerngewicht von 84 mg * 10 mg und einem Wirkstoffge-

halt von etwa 3 bis 10 mg zu nennen.
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Bevorzugt sind weiterhin feste Dosierungsformen, wobei diese eine Gleichférmigkeit
des Wirkstoffgehalts (gemittelt tiber 10 oder 20 zuféllig ausgewéhlte einzelne Dosis~
einheiten) maximal = 5 Gew.-%, wie z.B. + 0,1 bis 4 oder * 0,5 bis 3 oder + 1 bis 2
Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht der Dosiseinheit, aufweisen (z.B. bestimmt
nach Ph. Eur. 5. Ausgabe 2005 (5.0/2.09.06.00)).

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer festen Do-
sierungsform, wobei man
a) den Wirkstoff oder die Wirkstoffkombination mit dem pharmazeutisch
vertraglichen Trager mischt; und
b) die Mischung zum Wirkstoffkern verfestigt.

Vorzugsweise wird dazu der Wirkstoff oder die Wirkstoffkombination in einer inerten
Flussigkeit gelost oder dispergiert und mit dem Tréger gemischt und das Losungsmittel
wahrend oder nach der Verfestigung entfernt.

Vorteilhafterweise stellt man den erfindungsgemaf verwendeten Wirkstoff oder die
Wirkstoffkombination dadurch her, dass man
a) einen Wirkstoff-haltigen Teil einer Drogenpflanze, gegebenenfalls in
zerkleinerter Form, bereitstellt,
b) diesen mit einem wassrigen Extraktionsmittel versetzt,
¢) nach Einwirken des Extraktionsmittels eine Flissigextrakiphase aus der
Mischung gewinnt und die Extraktion gegebenenfalls mehrfach wieder-
holt, und
d) das Extraktionsmittel aus den so erhaltenen Fliissigextraktphasen ent-
fernt.

Vorzugsweise fiihrt man dabei eine Extraktion mit einem wassrigen Extraktionsmittel
bei einem pH-Wert der Mischung im alkalischen Bereich durchflhrt.

Die extrahierte Drogenpflanze ist insbesondere unter Pflanzen der Gattung Rheum
spp, Astragalus spp,Cassia spp oder Picea spp ausgewéhit.
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In einer bevorzugten Variante des Herstellungsverfahrens mischt man die Gesamt-
menge des Wirkstoffs oder der Wirkstoffkombination portionsweise mit dem pharma-
zeutisch vertréglichen Tréger, wie z.B. Avicel oder einem vergleichbaren Trager auf
Cellulosebasis, insbesondere mikrokristalliner Cellulose, und wiederholt den Mischvor-
gang nach jeder Trégerzugabe, mindestens jedoch ein oder zweimal. Insbesondere
wird dabei mit einer Kugelmdihle Gber eine Dauer von 30 Minuten bis 3 Stunden, wie
z.B. 1 bis 2 Stunden gemischt. Beispielsweise kann man zum Mischen Ubliche Labor-
kugelmihlen, wie in den Beispielen beschrieben, verwenden. Dadurch erhilt man eine
homogene und stabile Verteilung des Wirkstoffs im Tréger.

Nach einer weiteren Verfahrensvariante versieht man den Wirkstoffkern mit einem ma-
gensaftresistenten, vorzugsweise weichmacherfreien, Uberzug.

Nach einer weiteren bevorzugten Variante wird dabei der Kern dragiert.

Gegenstand der Erfindung sind auch fliissige Dosierungsformen, enthaltend einen
Wirkstoff oder eine Wirkstoffkombination gemaR obiger Definition einem Anteil von
etwa 0,1 bis 20 mg/ml, wie z.B. 0,5 bis 15 oder 1 bis 10 oder 2 bis 5 mg/ml, in einem
Losungsmittelgemisch, umfassend Wasser und einen pharmazeutisch vertraglichen
Alkohol, wie insbesondere Ethanol. Vorzugsweise ist das Lésungsmittelgemisch ein
Wasser/Ethanolgemisch mit einem Ethanolanteil von 10 bis 50 oder 20 bis 40 oder 25
bis 35 Vol.-%, wie z.B. 30 Vol.-%. Diese fliissigen Dosierungsformen sind insbesonde-
re als Tropfen zur oralen Verabreichung formuliert.

Gegenstand der Erfindung sind auch halbfeste Dosierungsformen, enthaltend einen
Wirkstoff oder eine Wirkstoffkombination gemaR obiger Definition in einem Anteil von
etwa 1 bis 12, oder 2 bis 6 mg Wirkstoff oder Wirkstoffkombination (pro Gramm der
Formulierung) in einem Ublichen halbfesten Trager. Geeignet gelbildende Tréger sind
allgemein bekannt und z.B. ausgewahit unter quellbaren Cellulosederivaten, wie
Hydroxypropylmethylcellulose, oder Polyacrylaten, wie z.B. Carbopol, oder Gelatine.
Derartige Dosierungsformen kénnen z.B Anwendung finden als Vaginalgel oder Vagi-
naikugeln.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Mittel, umfassend eine feste, halbfeste oder
flussige Dosierungsformen nach obiger Definition. Mittel im Sinne der Erfindung sind
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insbesondere pharmazeutische Mittel oder Arzneimittel, wie z.B. Hom&opathika, sowie

Arzneipflanzenzubereitungen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer festen, halbfesten
oder fliissigen Dosierungsform nach obiger Definition oder hergestellt nach einem der
oben beschriebenen Verfahren zur Herstellung eines Mittels gemaf obiger Definition
zur Behandlung von klimakterischen Beschwerden der Frau, insbesondere zur Be-
handlung von klimakterischen Beschwerden in der Pra- oder Postmenopause, sowie
klimakterischen Beschwerden aufgrund natirlicher oder therapeutisch verursachter
Menopause. Klimakterische Beschwerden sind dabei insbesondere Hitzewallungen,
Schweilausbriiche, Schiafstérungen, Reizbarkeit, physische und mentale Erschép-
fung, Sexualprobleme und Harntraktbeschwerden. Weiterhin ist Gegenstand der Erfin-
dung eine Verwendung zur Behandlung juveniler Oligomenorrhoe und Dysmenorrhoe,

primérer und sekundéarer Amenorrhoe oder Endometritis.

Aufgrund der ausgezeichneten Vertraglichkeit der oben beschriebenen Wirkstoffe bzw.
Wirkstoffkombinationen ist Gegenstand der Erfindung auch die Verwendung im Rah-
men einer Langzeittherapie, die zeitlich unbegrenzt erfolgen kann. Die dabei zu verab-
reichende tagliche Dosis kann im Bereich von 0,1 bis 20 mg oder 0,5 bis 15 mg, 1 bis
10 oder 4 bis 8 mg Wirkstoff oder Wirkstoffkombination, wie z.B. ERr 731° liegen.

Eine Behandlung in Sinne der Erfindung umfasst sowohl eine akute als auch eine pra-
ventive Verabreichung erfindungsgemaler Mittel.

Schlieflich betrifft die vorliegende Erfindung auch die Verwendung der oben beschrie-
benen Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen, z.B. formuliert in einer der oben be-
schriebenen Dosierungsformen, zur selektiven Aktivierung von ERR, d.h. Aktivierung

von ERR ohne gleichzeitige wesentliche oder detektierbare Aktivierung von ERa in vivo
oder in vitro.

Gegenstand der Erfindung ist daher insbesondere auch die Verwendung eines Wirk-
stoffs oder einer Wirkstoffkombination nach obiger Definition (wie insbesondere von
ERr731 oder dhnlichen Rhaponticin und/oder Desoxyrhaponticin enthaltenden Kombi-
nationen) zur Behandlung einer der oben definierten Erkrankung durch selektive Akti-
vierung von ERR, d.h. Aktivierung von ERR ohne gleichzeitige wesentliche oder detek-

tierbare Aktivierung von ERa.
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2. Weitere spezielle Ausgestaltungen erfindungsgeméfier Formulierungen
a) Dosierungsformen

Die erfindungsgeméRe Lehre richtet sich vor allem auf die Herstellung fester, halbfes-
ter oder fliissiger Dosierungsformen zur Behandlung eines Menschen. So werden die
erfindungsgeman zu verwendenden Wirkstoffe gewdhnlich in Form von pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen verabreicht, die einen pharmazeutisch vertraglichen Exzi-
pienten mit wenigstens einem erfindungsgemafien Wirkstoff und gegebenenfalls weite-
ren Wirkstoffen umfassen. Diese Zusammensetzungen sind insbesondere auf oralem

Weg verabreichbar.

Beispiele geeigneter pharmazeutischer Formulierungen sind insbesondere feste Arz-
neiformen, wie Granulate, Tabletten, Pastillen, Sachets, Cachets, Dragees und Kap-
seln wie Hart- und Weichgelatinekapseln, Globuli, Suppositorien oder vaginale Arznei-
formen, halbfeste Arzneiformen, wie Salben, Cremes, Hydrogele, Pasten oder Pflaster,
sowie fllissige Arzneiformen, wie Losungen, Emulsionen, insbesondere Ol-in-Wasser-
Emulsionen, Suspensionen, beispielsweise Lotionen, Injektions- und Infusionszuberei-
tungen, Augen- und Ohrentropfen, Nasentropfen, Nasenspray und Tinkturen. Auch
implantierte Abgabevorrichtungen kdnnen zur Verabreichung erfindungsgemafer Inhi-
bitoren verwendet werden. Ferner kdnnen auch Liposomen, Mikrosphéren oder Poly-

mermatrizes zur Anwendung kommen.

Bei der Herstellung der Zusammensetzungen werden erfindungsgemaélie Wirkstoffe
gewdhnlich mit einem Exzipienten vermischt oder verdiinnt. Exzipienten kdnnen feste,
oder halbfeste Materialien sein, die als Vehikel, Trager, Adsorbens oder Medium fiir
den Wirkstoff oder die Wirkstoffkombinationen dienen.

Zu geeigneten Exzipienten gehdren, sofern keine anderen Angaben gemacht werden,
beispielsweise Lactose, Dextrose, Succrose, Sorbitol, Manitol, Starken, Akaziengummi,
Calciumphosphat, Alginate, Traganth, Gelantine, Calciumsilikat, mikrokristalline Cellu-
lose, Polyvinylpyrrolidon, Cellulose und Methylcellulose. Ferner kbnnen die Formulie-
rungen Ubliche pharmazeutisch akzeptable Hilfsstoffe, wie Gleitmittel, beispielsweise
Talg, Magnesiumstearat und Mineraldl; Netzmittel; emulgierende und suspendierende
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Mittel; konservierende Mittel, wie Methyl- und Propylhydroxybenzoate; Antioxidantien;
Antireizstoffe; Chelatbildner; Dragierhilfsmittel; Emulsionsstabilisatoren, Filmbildner;
Gelbildner; Geruchsmaskierungsmittel; Geschmackskorrigentien; Harze: Hydrokolloide;
Losemittel; Lésungsvermittler; Neutralisierungsmittel; Permeationsbeschleuniger; Pig-
mente; quaterndre Ammoniumverbindungen; Riickfettungs- und Uberfettungsmittel;
Salben-, Creme- oder Ol-Grundstoffe; Silikon-Derivate; Spreithilfsmittel; Stabilisatoren;
Sterilanzien; Tabletten-Hilfsstoffe, wie Bindemittel, Fiillstoffe, Gleitmittel, Sprengmittel
oder Uberziige; Treibmittel; Trocknungsmittel; Triibungsmittel; Verdickungsmittel;
Wachse; Weichmacher; umfassen. Eine diesbeziigliche Ausgestaltung beruht auf
fachménnischem Wissen, wie beispielsweise in Fiedler, H.P., Lexikon der Hilfsstoffe fiir
Pharmazie, Kosmetik und angrenzende Gebiete, 4. Auflage, Aulendorf: ECV-Editio-
Kantor-Verlag, 1996, dargestellt ist. Vgl. auch Hager’s Handbuch der Pharmazeuti-
schen Praxis, Springer Verlag, Heidelberg.

Erfindungsgemal geeignete Losungsmitte! fiir die Herstellung von Formulierungen
sind insbesondere zu nennen ein- oder mehrwertige Alkohole, wie insbesondere Etha-
nol, Glycerin und Mischungen davon mit Wasser, wie z.B. 1 bis 50 Vol.-% Ethanol in
Wasser.

Die Herstellung erfindungsgemaRer Darreichungsformen bzw. pharmazeutischer Mittel
erfolgt unter Anwendung allgemein bekannter Methoden der pharmazeutischen Tech-
nologie, wie z.B. beschrieben in Voigt, Pharmazeutische Technologie, 7. Auflage 1993,
Ullstein Mosby, Berlin.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird ein pharmazeutisches Mittel bereitgestelit,
das eine feste Dosierungsform umfasst. Diese feste Dosierungsform umfasst ihrerseits
einen wirkstbffhaltigen festen Kern mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und
einem Wirkstoffgehalt von etwa 1 bis 20 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht des
Kerns, wobei 'der Wirkstoff ein Hydroxystilben-haltiger Wirkstoff oder eine Hydroxystil-
ben-haitige Wirkstoffkombination ist, die eine Verbindung ausgewahlt unter Resve-
ratrol- und Piceatannol-Prodrugs, wie Rhaponticin, Desoxyrhaponticin, Rhapontigenin,
Desoxyrhapontigenin und Astringin; sowie Resveratrol und Piceatannol: sowie deren
stereocisomeren Formen, jeweils in Form ihrer Salze oder in der Phenolform, oder
Kombinationen dieser Verbindungen umfasst. Bevorzugte Wirkstoffkombinationen sind
wie oben definiert.
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Diese feste Dosierungsform hat beispielsweise einem Gesamt-Wirkstoffgehalt von et-
wa 1 bis 20 mg, wie z. B. 2 bis 10 mg, je Dosiseinheit und kann in Form einer Pille,
einer Tablette, eines Extrudats oder eines Granulat vorliegen und z.B. dragiert sein.

Gewiinschtenfalls kann sie auch einen magensaftresistenten Uberzug aufweisen.

Die feste Dosierungsform wird z.B. hergestellt, indem man den Wirkstoff oder die Wirk-
stoffkombination mit dem pharmazeutisch vertraglichen Trager mischt und die Mi-
schung zum Wirkstoffkern verfestigt. Dabei 16st oder dispergiert man den Wirkstoff
oder die Wirkstoffkombination in einer inerten Flissigkeit, mischt ihn/sie mit dem Tra-
ger und entfernt das Ldsungsmittel wahrend oder nach der Verfestigung. Den Wirk-
stoffkern kann man dann gegebenenfalls mit einem magensaftresistenten Uberzug
versehen, bevor man den Kern in Ublicher Weise dragiert.

Erfindungsgemafe fllissige Dosierungsformen werden z.B. dadurch hergestellt, indem
man den oder die Wirkstoffe, wie z.B. einen ERr731® Trockenextrakt, in einem geeig-
neten Losungsmittel, wie. z.B einem Wasser/Alkoholgemisch, ggf. zusammen mit wei-

teren Ublichen Zusatzen, 16st.

ErfindungsgemaRe halbfeste Dosierungsformen, wie z.B. Gele stellt man beispielswei-
se her, indem man den oder die Wirkstoffe, wie z.B. einen ERr 731® Trockenextrakt, in
einem geeignete Losungsmittel, wie z.B einem Wasser/Alkoholgemisch, Alkohol oder
Glycerin, 10st und die L&sung in den bereits gequollenen Gelbildner, ggf. zusammen

mit weiteren Ublichen Zusétzen einarbeitet.

Art und Dauer der Verabreichung der erfindungsgemafen Arzneimittel obliegen der
Entscheidung des behandelnden Arztes. Dieser kann in Abh&ngigkeit vom gewéhlten
Verabreichungsweg, von der Wirksamkeit der konkreten Wirkstoffzusammensetzung,
der Art und Schwere der zu behandelnden Erkrankung, vom Befinden des Patienten
und von dessen Ansprechen auf die Therapie eine geeignete Dosis und einen entspre-
chenden Dosierungsplan festlegen. Beispielsweise kann eine geeignete Einzeldosis
etwa 0,1 bis 50 mg, wie z.B. 2 bis 12 mg, Wirkstoff oder Wirkstoffkombination geman
obiger Definition enthalten und 1 bis 3-mal t&glich verabreicht werden, bis der ge-
wlinschte Behandlungserfolg zu beobachten ist.
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b) Herstellung eines erfindungsgemaf verwendbaren Drogenextrakis

ErfindungsgemaR verwendbare Drogenextrakte werden bevorzugt hergestellt, indem
man

a) einen Hydroxystilben-haltigen Teil einer Drogenpflanze, gegebenenfalls in
zerkleinerter Form, bereitstellt,

b) diesen mit einem wéssrigen, organischen oder wéssrig-organischen Extrakti-
onsmittel versetzt,

c) nach Einwirken des Extraktionsmittels eine Flussigextrakiphase aus der Mi-
schung gewinnt und die Exiraktion gegebenenfa”‘s mehrfach wiederholt, und

d) das Extraktionsmittel aus den so erhaltenen Flissigextraktphasen entfernt.

Insbesondere umfasst der so erhaltene Extrakt wenigstens eine Verbindung, ausge-
wiahlt unter Rhaponticin, Desoxyrhaponticin, Rhapontigenin, Desoxyrhapontigenin als
Salz oder in phenolischer Form, in einer sterecisomeren Form davon, wie cis- oder

trans-Form, oder als Gemisch solcher sterecisomeren Formen.

Vorzugsweise liegen die extrahierten Hydroxystilbene aber im wesentlichen in der
trans-Form vor. Salze sind insbesondere die Alkali- und Erdalkaliphenolate obiger Ver-
bindungen, die eine oder mehrere freie phenolische Hydroxylgruppen aufweisen. Lie-
gen mehrere Hydroxylgruppen vor, so kénnen diese teilweise oder vollsténdig in der
Salzform vorliegen.

Die anfallenden Pflanzenextrakte oder einzelne Komponenten davon kdnnen, wie be-
reits erwahnt, auch Derivatisierungsreaktionen unterzogen werden, um sogenannte
funktionelle Derivate zu erhalten.

Bevorzugt wird eine Wirkstoffkombination aus wenigsten zweien der oben genannten
Verbindungen erhalten, wie z.B. 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Einzelverbindungen, wobei die
Gruppe der Resveratrol-Vorldufer (insbesondere Desoxyrhaponticin und Desoxyrha-
pontigenin) und der Piceatannol-Vorldufer (insbesondere Rhaponticin und Rhapontige-
nin) durch jeweils eine Verbindung vertreten ist
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaRen Verfahrens
wird ein Extrakt bereitgestellt, der einen hohen Anteil an Glycosiden, insbesondere
Glycosiden des oben beschriebenen Typs, aufweist, wie z.B. einen Anteil von 30 bis
100 Gew.-%, 50 bis 100 Gew.-%, 60 bis 99 Gew.-% oder 80 bis 98 Gew.-% oder 85 'bis
96 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht des erhaltenen Trockenextrakts.
Ein ,Trockenextrakt® in Sinne der Erfindung liegt insbesondere dann vor, wenn der
Restfeuchtegehalt, d.h. der Restanteil an Wasser und/oder organischer FlUssigkeit,
(wie Extraktionsmittel) weniger als etwa 5 Gew.-%, insbesondere weniger als 2 Gew.-
%, wie z.B. 0 bis 1,5 Gew.-% oder 0,1 bis 0,5 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Ge-
samtgewicht des erhaltenen Trockenextrakts, betragt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein Extrakt bereitgestellt, der im
wesentlichen frei ist von Aglycon-Derivaten von Rhaponticin und Desoxyrhaponticin,
wie insbesondere Resveratrol und Piceatannol. ,lm Wesentlichen frei“ bedeutet einen
Aglycon-Gehalt von weniger als 5 Gew.-%, insbesondere weniger als 2 Gew.-% wie
z.B. weniger als 1 Gew.-% oder 0,1 Gew.-%, wie 0 bis 0,05 Gew.-%, jeweils bezogen
auf den Gesamtgehalt an Rhaponticin und Desoxyrhaponticin.

Weiterhin werden Wirkstoffkombinationen bevorzugt hergestellt, die einen Hydroxystil-
ben-Gesamtgehalt von mehr als 90 Gew.-%, wie z.B. 91 bis 100 Gew.-%, oder 92 bis
99 oder 93 bis 98 oder 94 bis 97 Gew.-%, aufweisen.

Weiterhin werden solche Wirkstoffkombinationen bevorzugt hergestellt, die einen Ge-
halt von weniger als 0,5 Gew.-% , wie z.B. 0 - 0,49 Gew.% oder 0,001 bis 0,3 oder
0,01 bis 0,2 oder 0,01 bis 0,1Gew.-% an Anthrachinon und/oder Anthrachinoiden (je-
weils bezogen auf Trockengewicht der Wirkstoffkombination) aufweisen. Anthrachinoi-
de sind dabei im weitesten Sinn als Substanzen mit Anthrachinon-Grundgeriist zu ver-
stehen.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform ist die zu extrahierende Drogenpflanze ausge-
wahlt unter natdrlichen Pflanzen sowie durch Ziichtung veranderten oder rekombinan-
ten, genetisch veranderten, Pflanzen, die einen in Vergleich zur entsprechenden un-
veranderten Pflanze héheren Gehalt an wenigstens einem der gewlinschten Inhalts-
stoffe aufweisen. Insbesondere sind diese Pflanzen ausgewahlt unter Pflanzen der
Gattung Rheum spp., Astragalus spp., Cassia spp. oder Picea spp. oder wirkstoffhalti-
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gen Pflanzenteilen. Nichtlimitierende Beispiele fiir geeignete Arten dieser Gattungen
sind Rheum undulatum, Rheum palmatum, Rheum tataricum, Rheum officinale,
Rheum wittrockii, Rheum altaicum, Rheum reticulatum, Astragalus complanatus, Cas-
sia garrettiana und Picea sitchensis. Bevorzugt ist auRerdem der Einsatz sortenreiner
Drogenpflanzen.

Dem Fachmann ist auBerdem bewusst, dass Gattungen/Arten unterschiedlicher Provi-
nienz sowie verschiedenen Alters (d.h. Ernte zu verschiedenen Zeiten der Vegetati-
onsperiode) einsetzbar sind, was wiederum Einfluss auf Art, Menge und Zusammen-
setzung der daraus isolierbaren Hydroxystilbene und Gemische haben kann. Ebenso
sind verschiedene Pflanzenteile, wie Wurzeln, Rhizome, Bltter und/oder Sténgel,
grundsatzlich brauchbar.

Das jeweilige Pflanzenteil oder Gemisch von Pflanzenteilen kann, falls zweckmagig,
vor der Extraktion mechanisch behandelt, wie z.B. gemahlen, gehackt, gehaspelt, ge-
stampft oder geschnitten werden. Falls zweckmaRig, kann auch eine Vortrocknung, wie
z.B. 2 Stunden bis 2 Tage bei 30 bis 50°C erfolgen, um den Flissigkeitsgehalt zu re-
duzieren,

Insbesondere ist der zur Extraktion verwendete, Hydroxystilben-haltige Teil der Dro-
genpflanze die Wurzel der Drogenpflanze, wie z.B. von Rheum rhaponticum.

Gegenstand der Erfindung ist insbesondere ein Verfahren, bei dem man von der Droge
ein Hydroxystilben-haltiges Perkolat herstellt. Unter einer ,Perkolation” versteht man
ein kontinuierliches Ausziehen [6slicher Stoffe einer Droge durch laufende Erneuerung
des Ldsungsmittels. Dadurch besteht dauernd ein Konzentrationsgefille, so dass ein
groBer Tell aller léslichen Stoffe in den Auszug (ibergeht.

Alternativ ist auch eine kontinuierliche oder periodische Durchmischung des Ansatzes,
wie z.B. durch Rihren oder Schiitteln, méglich.

Die Temperatur wahrend der erfindungsgeméaRen Extraktion liegt gewdhnlich im Be-

reich von 10 bis 50°C, wie z.B. 25 bis 35°C. Der Druck liegt gewdhnlich bei Normal-
druck. Falls eine Beschleunigung der Extraktionsgeschwindigkeit oder Extraktqualitat
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erzielbar ist, kann der Druck wahrend der Extraktion auch variiert, wie z.B. erhdht oder

verringert werden.

Die Extraktionsdauer kann dabei je nach den gewahlten Bedingungen, wie Art der
Droge, Ansaizgréfse, verwendetem Extraktionsmittel und Temperatur, 1 Stunde bis
mehrere Tage, wie z.B. 10 bis 72 Stunden erfordern.

Der Extraktionsvorgang kann erforderlichenfalls mehrfach wiederholt werden, um eine
méglichst vollstandige Isolierung insbesondere der gewilinschten Inhaltsstoffe zu ge-
wahrleisten. Das Gewichtsverhéltnis von vorgelegter Droge zu fliissigem Extraktions-
mittel kann Uiber einen weiten Bereich sowie von Extraktionsschritt zu Extraktionsschritt
variieren. Typischerweise liegt das Gewichtsverhaltnis von Droge zu Extraktionsmittel
im Bereich von 10:1 bis etwa 1:200 oder etwa 1:2 bis 1:50, oder 1:4 bis 1:10.

GemafR einer Verfahrensvariante fihrt man eine Extraktion mit einem wéssrigen, im
wesentlichen an organischem Ldsungsmittel freiem Extraktionsmittel, wie insbesondere
Wasser, vorzugsweise gereinigtem Wasser, bei einem pH-Wert der Mischung im alka-
lischen Bereich durch, wobei der pH-Wert der Mischung insbesondere im Bereich von
etwa 11 bis 12, wie z.B. bei etwa 11,3 bis 11,8 liegt.

Dabei wird der pH-Wert der Mischung beispielsweise mit Hilfe einer anorganischen
Base, ausgewahlt unter Alkali- und Erdalkalimetallhydroxiden, wie z.B. Calciumhydro-
xid oder Calciumoxid, eingestellt. Zu diesem Zweck kann man beispielsweise eine
konzentrierte Loschkalkldsung herstellen, indem man 3 bis 8 Teile CaO in 20 Teilen
gereinigtem Wasser |6st. Diese Losung ist stark alkalisch und weist einem pH-Wert im
Bereich von etwa 12 bis 13, wie z.B. von etwa 12,4 bis 12,6, auf.

Das Mengenverhalitnis von vorgelegter Droge zu Base, wie z.B. Calciumhydroxid (be-
rechnet als Calciumoxid) kann erfindungsgemaf im Bereich von etwa 5:1 bis 20:1, wie
etwa 8:1 bis 12:1 oder 9:1 bis 11:1, liegen.

Bevorzugt wird das Verfahren so durchgefiihrt, dass man aus der erhaltenenen alkali-

schen Flissigextraktphase die gewiinschten Hydroxystilbene ausféllt, beispielsweise
indem man den pH-Wert des Extrakts auf einen Wert im Bereich von etwa 3 bis 4, wie
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z.B. 3,2 bis 3,8 oder 3,4-3,6, einstellt und gegebenenfalls anschlieRend den Nieder-

schlag abtrennt, gegebenenfalls wascht und gegebenenfalls trocknet.

Zur Anséuerung verwendet man dabei eine beliebige anorganische oder organische
Séure, wie z.B. Salzsédure oder Schwefelséure, insbesondere aber organische Sauren

wie Ameisensaure oder Essigsaure.

Vor dem Abtrennen des Niederschlags kann es zweckmaBig sein, den Ansatz einige
Stunden oder Tage ruhen zu lassen, um eine mdglichst quantitative Failung der ge-
wiinschten extrahierten Inhaltsstoffe zu erreichen.

Das Waschen des Niederschlags kann z.B. mit gereinigtem Wasser erfolgen und dient
insbesondere zur Entfernung restlicher Saure.

Durch Trocknen, z.B. bei 30 bis 50°C oder 35 bis 45°C, beispielsweise Uiber einen Zeit-
raum von 1 bis 100 Stunden, wird restliche Flissigkeit aus dem Extrakt entfernt, bis die
Restfeuchte im oben angegebenen Bereich liegt. Die Trocknung erfolgt in an sich be-
kannter Weise, z.B. in einem Trockenschrank. Eine Gefriertrocknung ist ebenfalls mdg-
lich.

Die Erfindung wird nun anhand folgender nichtlimitierender Beispiele weiter erl3utert.

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgemeine Methoden:

Bestimmung von Stilbenen durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

in Trockenextrakt aus Rhapontikrhabarberwurzel

a) Probenvorbereitung:

50 mg Extrakt werden mit 40 ml einer Mischung aus Aceton und Wasser (1:1) in einem
Braunglasgefal} versetzt, 15 Minuten im Ultraschallbad behandelt und mit der L&-
sungsmittelmischung auf 50 mi aufgefiilit und anschliefRend 1:10 mit der Lésungsmit-
telmischung verdiinnt.
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b) Durchfiihrung der Chromatographie:

Mit einem Teil der oben erhaltenen Losung wird eine Hochdruckfliissigkeitschroma-

tographie (HPLC) mit folgenden Systemparametern durchgefiihrt:

Probenschileife:
Saule:
Vorsaule:

Saulentemperatur:

FlieRmittel A:
Fliefimittel B:
Fluss:
Saulensplilung:
Detektion:

HPLC:

Gradient:

20ul

Lichrospher 5 u RP 18, 250 x 4 mm
Lichrospher 5 u RP 18, 5 x 4 mm

25°C

Acetonitril/dest. Wasser/Phosphorsaure 85 %,
15/85/0,05 (Volumenteile)

Acetonitril/dest. Wasser/Phosphorsaure 85 %
80/20/0,05 (Volumenteile)

1,5 ml/min

15 min mit Eluent 50 % B; Equilibrierzeit 15 min
310 nm

Kontron Kroma 2000

Zeit % B
0,0 0
0,5 0
7,5 75
8,5 100
9,5 0
12,5 0

Unter den oben angegebenen Systembedingungen ergeben sich folgende Retentions-

zeiten:

Rhaponticin:

Desoxyrhaponticin:

Rhapontigenin:

ca. 5,5 min
ca. 6,8 min

ca. 7,2 min

Desoxyrhapontigenin: ca. 9,0 min
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Fir eine quantitative Bestimmung werden die jeweiligen Peak-Flachen ermittelt und mit

den entsprechenden Peak-Fldchen eines Standard-Extraktes bekannter Zusammen-

setzung verglichen. ‘

Herstellungsbeispiel 1: Herstellung des Trockenextraktes ERr 731 aus Rhapon-
tikrhabarberwurzel mit einer wassrigen Calciumhydroxid-Lésung

Fur die Herstellung eines Trockenextrakies aus Rhapontikrhabarberwurzel werden

eingesetzt:

Droge (Radix rheum rhaponticum) 50,0 kg
Calciumoxid 5,0 kg
Gereinigtes Wasser 190,0 kg

Essigsaure (je nach Bedarf um den erforderlichen pH-Wert einzustellen)
Die erzielbare Ausbeute liegt dabei zwischen 2 und 3 kg je 50 kg Droge.

Die Herstellung erfolgt in folgenden Schritten:

a) Ineinen Plastikbottich werden zunéachst 5 kg Calciumoxid gefiillt und mit 20 kg
gereinigtem Wasser aufgeschlammt. Die unter diesen Bedingungen stattfindende Bil-
dung von Calciumhydroxid (Léschkalk) flihrt zu einem starken Temperaturanstieg der
Lésung. Daher kann das Calciumhydroxid erst nach Abkiihlen weiter verwendet wer-
den. Die Temperatur der Lésung liegt dann bei 30°C bis 35°C.

b) 50 kg Droge werden in einen Mischer gefiillt und mit dem oben erwahnten Lésch-
kalk versetzt. Um den Léschkalk méglichst vollstdndig aus dem Plastikbottich zu ent-
fernen, wird dieser mit 10 kg gereinigtem Wasser nachgesplilt. Diese Waschflissigkeit
wird ebenfalls in den Mischer gegeben.

c) Die mit Loschkalk homogen durchmischte Droge wird in einen Perkolator gefiillt
und mit 160 kg gereinigtem Wasser (iberschichtet. Der Perkolator bleibt fiir 48 Stunden
verschlossen. AnschlieRend wird das Perkolat in einem geeigneten Gefal mit einer
Flussrate von 50ml/min aufgefangen. Die Perkolation wird solange fortgesetzt, bis kein
Perkolat mehr austritt. Die Drogenmasse wird nach Beendigung nicht ausgepresst,

sondern verworfen.
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d) Unter permanenter Kontrolle wird dem Perkolat solange konzentrierte Essigséure
zugefiigt, bis ein pH-Wert erreicht ist, der im Bereich von 3,4 bis 3,6 liegt. Um eine
méglichst vollstAndige Fallung des Extraktes zu erreichen, ruht der Ansatz fiir 5 Tage.

e) Die Gewinnung des Trockenextraktes erfolgt durch Filtration (iber Blichnertrichter
unter angelegtem Vakuum. AbschlieBend wird der Extrakt noch mit 10 bis 20 kg gerei-
nigtem Wasser gewaschen.

f)  Der nach Filtration erhaltene Trockenextrakt wird im Trockenschrank bei 40°C
solange getrocknet, bis eine Restfeuchte-Toleranz von max. 1 % erreicht ist.

Rhaponticin ist in wassrigen Losungen mit alkalischem pH-Bereich gut 16slich, wéhrend
es im sauren pH-Bereich (pH 3,4 - 3,6) als gelbliche Substanz ausféllt. Dies macht man
sich bei seiner Isolierung zu Nutzen. Da die Wurzel neben anderen organischen Sau-
ren vor allem einen hohen Gehalt an Oxals&ure besitzt (2/3 in wasserldslicher und 1/3
in gebundener Form) muss diese wéhrend der Isolation neutralisiert werden, um ein
Abdriften des pH-Werts in den sauren Bereich zu verhindern und so ein friihzeitiges
Ausfallen des Rhaponticins zu unterbinden. Dies wird durch den Einsatz von Calcium-
oxid erreicht. Dieses wird als Loschkalk-Losung mit einem pH-Wert von 12,4 - 12,6
eingesetzt.

Wird der Léschkalk mit der Droge homogen durchmischt, so veréndert sich der pH-
Wert der Mischung. Er liegt dann im Bereich von 11,3 bis 11,8, wodurch ein Ausfallen
von Rhaponticin verhindert wird, da die phenolische Form in eine Phenolat-Form Uber-
fihrt wurde. Trotz des hohen Gehalts an Oxals&ure kann der pH-Wert im alkalischen
Bereich gehalten werden. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass das Calciumhydroxid
mit Oxalsdure reagiert und unldsliches und ungiftiges Calciumoxalat bildet.

Durch die anschlieRende Perkolation mit gereinigtem Wasser wird Rhaponticin aus der
Wurzel extrahiert. Nach Beendigung der Perkolation wird durch Zugabe von Essigséu-
re ein pH-Wert von 3,4 bis 3,6 eingestellt. Dieser pH-Shift vom alkalischen in den sau-

ren Bereich flhrt zum Ausfallen von Rhaponticin durch Rickflhrung in die phenolische
Form. Um eine moglichst vollstandige Fallung des Rhaponticins zu erreichen, I&sst
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man den Ansatz 5 Tage stehen. Danach wird abfiltriert. Rhaponticin bleibt als geibliche

Substanz auf dem Filter zuriick.

Obige Ausflihrungen zu Rhaponticin gelten entsprechend flr die anderen erfindungs-
geman isolierten Hydroxystilbenwirkstoffe.

Herstellungsbeispiel 2: Herstellung eines Trockenextraktes aus Rhapontikrha-
barberwurzel mit verschiedenen organischen Losungsmitteln

In der hier als Droge verwendeten Rhapontikrhabarberwurzel gehéren die hauptsééh-
lich nachweisbaren Inhaltstoffe zur Gruppe der Hydroxystilbene. Aus dieser Gruppe
finden sich in den Wurzeln Rhaponticin (Rh) mit einem Anteil von etwa 6 % und Deso-
xyrhaponticin (DRh) mit einem Anteil von etwa 4 %.

Bei Einwirkung der im Folgenden angegebenen Ldsungsmittelsysteme in der 100-
fachen Menge, bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten unter Schitteln oder Rihren las-

sen sich die nachfolgend zusammengefassten Anteile extrahieren:

Ethanol 86 % Rh 100,8 %
DRh 99,5 %

Ethanol 15 % Rh 77,1 %
DRh 75,5 %
Aceton Rh 88,3 %
DRh 96,6 %
Wasser, alkalisch Rh 75,5 %
(pH 11, DRh 60,5 %

eingestellt mit CaO-L&sung)

Keine brauchbaren Resultate wurden mit Heptan erzielt.

Die jeweiligen Ausbeuten an Rohextrakten in Massenanteilen (bezogen auf eingesetz-
te Droge) sind folgende:
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Ethanol 86 % 35,5 %
Ethanol 15 % 322 %
Aceton 214 %
Heptan 0%
Wasser, alkalisch 45 %

Die Extraktion von Rhapontikrhabarberwurzel mit Ethanol-Wasser-Gemischen fiihrt zu
einem Extrakt, der neben den Hauptinhaltsstoffen Rhaponticin (ca. 30 %) und Deso-
xyrhaponticin (ca. 22 %), ein weiteres z.Zt. noch nicht erforschtes Stilben in ca. 20 %
Anteil am Extrakt enthalt. Daneben erhalt man die Aglycone Rhapontigenin (ca. 8 %)
und Desoxyrhapontigenin (ca. 2 %) und noch 9 weitere Verbindungen, die sich zu ca.

20 % summieren.
Bei der Extraktion mit Aceton erhalt man grundsatzlich gleiche Ergebnisse.

Die Extraktion mit alkalisiertem Wasser (vgl. Bedingungen gemaf Herstellungsbeispiel '
1) fUhrt zu einem Extrakt héherer Reinheit.

Die Hauptinhaltsstoffe Rhaponticin und Desoxyrhaponticin sind in einen ca. 97 %igen
Anteil im trockenen Extrakt enthalten. Rhapontigenin und Desoxyrhapontigenin erge-
ben im Extrakt einen Anteil von zusammen 1,1 %, wéhrend das noch nicht erforschte
Stilben lediglich in einem Anteil von 0,2 % enthalten ist. Weitere 3 Verbindungen sind
in einem 2,5 %igen Anteil enthalten.

Formulierungsbeispiel 1: Herstellung einer festen Dosierungsform —Minitablette

1. Herstellung des Tabletienkerns:

Ein fester Tablettenkern wird unter Verwendung folgender Wirk- und Hilfsstoffe in den
angegebenen Mengenverhaltnissen (Tl = Gewichtsteile) hergestellt. Die Bestandteile
werden auf drei verschieden Weisen vermischt und tablettiert:

a) Rezeptur flir Tablettenkern:

Gereinigter Trockenextrakt geman
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Herstellungsbeispiel 1
aus Rhapontikrhabarberwurzel (ERr 731°) 3,6Tl
Mikrokristalline Cellulose (z.B. Avicel®) 57,0 Tl (+ 40 %)
Sorbit 80Tl «
Talkum 25T ¢
Makrogol 6000 (Polyglykol) 16T~

Polyvidon (K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon®25) 1,6 Tl *
Natriumdodecylsulfat (z.B. Texapon®K12) 05T
Magnesiumstearat (pflanzlich) 08T *

75,6 Tl (£ 40 %)
Durch Variation der eingewogenen ERr 731®-Menge und/oder Variation der mikrokri-
stallinen Cellulose-Menge kdnnen beliebige ERr 731®-Gehalte des Rohkerns erhalten

werden (wie z.B. 2, 4, 6, 8, 10, 12 mg je Tablette).

b) Mischen von Droge und Triger

~ Mischungs-Variante a:

1,2 TI ERr 731® werden anteilig mit Avicel® in der Kugelmiihle verrieben, anschlieRend
wird nach Zugabe der (ibrigen Hilfsstoffe wie unten beschrieben gemischt und tablet-
tiert.

- Mischungs-Variante b:

ERr 731® (1g/l Lésungsmittel) wird in einem geeigneten Losungsmittel (z.B. Etha-
nol/Wassergemisch 86% v/v Ethanol) gelést und auf Avicel® aufgezogen, getrocknet
(bei 40°C mindestens 48 Stunden) und nach Zugabe der (ibrigen Hilfsstoffe wie unten
beschrieben gemischt und tablettiert.

- Mischungs-Variante c:

Die gesamte Avicel®-Menge wird in drei gleiche Portionen aufgeteilt. Die érste Portion
wird mit der Gesamtmenge ERr731® versetzt und in einer Laborkugelmiihle (z.B. Typ
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1-25 LK, Alpine, Augsburg) mindestens fiir 120 Minuten verrieben. Dann gibt man die
zweite Portion Avicel® hinzu, verreibt erneut mindestens 120 Minuten in der Laborku-
gelmihle. Nach Zugabe der dritten Portion Avicel® wird nochmals kurz vermischt. An-
schlieRend wird nach Zugabe der {ibrigen Hilfsstoffe wie unten beschrieben gemischt
und tablettiert.

Mit dieser Mischungsvariante gelingt es (iberraschenderweise, die Entmischungsnei-
gung deutlich zu verringern und selbst bei kleinen Dosiseinheiten einen duRerst gleich-
formigen Wirkstoffgehalt von nicht mehr als + 5 Gew.-% (bestimmt nach Ph. Eur. 5.
Ausgabe 2005 (5.0/2.09.06.00)) einzustellen.

¢) Tablettierung:

Die Mischung aus Avicel® und Wirkstoff wird durch eine Siebmaschine (Siebdurch-
messer 1.2 mm) in einen geeigneten Mischbehalter gesiebt und nach Zugabe der an-
gegebenen Tablettierungshilfsmittel (ohne Magnesiumstearat) in einem geeigneten
Mischer (z.B. Rhénrad-Mischer Typ Standard RR M 200, Firma Engelsmann
AG/Ludwigshafen) mind. 30 min gemischt. Nach Zugabe von Magnesiumstearat wird
nochmals mind. 5 min gemischt,

Die Verpressung erfolgt auf einer geeigneten Tablettenpresse (z.B. Rundlaufer Typ
Perfecta Fette 2000, Fa. Fette/Schwarzenbeck):

Kernhgewicht: 84 mg * 4.2 mg maximale Abweichung

Stempel: 7 mm Durchmesser, drageegewdlbt

Der ERr-731-Gehalt je Kern betragt etwa 4 mg + 5%.

2. Herstellung der magensaftresistenten (iberzogenen Tablette

Nach dem Entstauben der Tablettenkerne mit Eudragit wird ein magensaftresistenter
Uberzug aus Celluloseacetatphthalat und Diethylphthalat, gel6st in Isopropanol und
Ethylacetat, auf die Tablettenkerne mit Hilfe einer Coatinganlage aufgebracht.

Macrogol wird in gereinigtem Wasser geldst. Die Bestandteile Zucker (Saccharose
oder Isomalt), Calciumcarbonat, Talkum, Titaniumdioxid und die beiden Povidone wer-
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den gemischt und in die Flissigkeit eingeriihrt. Die Suspension wird 20 Minuten im
Leitstrahlmischer (z.B. Rototron Typ RTA 70-50) geriihrt.

Die Dragiersuspension wird mit Hilfe eines Dragierautomaten auf die isolierten Kerne
aufgebracht. Der Vorgang wird so lange wiederholt, bis ein durchschnittliches Gewicht
von 150 mg pro aufdragiertem Kern erreicht ist. Schliellich trégt man das Polierwachs
auf und anschliefend lasst man bis zum Hochglanz rollieren.

Endgewicht der magensaftresistenten iberzogenen Tablette:
150 mg * 7.5 mg maximale Abweichung.

Auf diese Weise werden zwei verschieden Tablettenformen — eine zuckerhaltige und
eine zuckerfreie — hergestellt, wobei die jeweiligen Hilfsstoffen in den im Folgenden
angegebenen Gewichtsteilen eingesetzt wurden.

a) Magensaftresistente {iberzogene Minitablette — zuckerhaltig — mit Weichmacher im
Coating

Hilfstoffe:

Coating: Eudragit L12,5%Trockensubstanz 1,350 kg (+ 40 %)
Diethylphthalat 1,749kg *“
Celluloseacetatphthalat 7,770kg “
Isopropylalkohol 75600kg *
Ethylacetat 77600kg
Talkum 2,000kg

Dragierung: Talkum 7182kg “
Zucker 28,747 kg “
Calciumcarbonat 6,410kg *
Titandioxid E 171 0,635kg “
Povidon
(K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon® 25) 0,756 kg  “
Povidon (K-Wert: ca. 90) | 0,332kg “
Macrogol 35.000 0,635kg *
Wasser 10,500kg “
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95 % Carnaubawachs,

5 % Gebleichtes Wachs
(z.B. Capol 1295 PH) 0,108 kg
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b) Magensaftresistente iiberzogene Minitablette — zuckerfrei — mit Weichmacher im

Coating

Hilfstoffe:

Coating:

Dragierung:

Politur:

Eudragit L12,5% Trockensubstanz 1,350 kg (+ 40 %)

Diethylphthalat 1,749 kg
Celluloseacetatphthalat 7,770 kg
Isopropylalkohol 75,600 kg
Ethylacetat 77,600 kg
Talkum 7,482 kg
Sorbit und/oder Isomalt 28,747 kg
Calciumcarbonat 6,410 kg
Titandioxid E 171 0,635 kg
Povidon

(K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon® 25) 0,756 kg
Povidon (K-Wert: ca. 90) 0,332 kg
Macrogol 35.000 0,635 kg
Wasser 10,500 kg

95 % Carnaubawachs,
5 % Gebleichtes Wachs
(z.B. Capol 1295 PH) 0,108 kg

3

Formulierungsbeispiel 2: Herstellung einer festen Dosierungsform — Minitablette

zuckerhaltig ohne Weichmacher

a) Herstellung des Tablettenkerns

M/45333-PCT
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Die Herstellung erfoigt analog Formulierungsbeispiel 1.

a) Herstellung der magensaftresistenten liberzogenen Tablette

Die Herstellung erfolgt analog Formulierungsbeispiel 1, wobei jedoch anstelle von Cel-
lulsoeacetatphthalat /Diethylphthalat (Weichmacher) Schellack (Variante A) oder Aqo-
at (Variante B) verwendet wird.

a) Variante A

Hilfsstoffe: kg (+ 40 %)
Coating: Eudragit L12,5% Trockensubstanz 0,400
CAPOL 5270 PH 8%

(Schellackldsung) 60,000
= 4,8 kg Trockensubstanz

(Schellack)

Isopropylalkohol 4,000

Ethanol 96% 3,200

Talkum ..2,000
Dragierung: Talkum 7,182

Zucker 28,747

Calciumcarbonat 6,410

Titandioxid E 171 0,635

Polyvidon

(K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon® 25) 0,756

Povidon (K-Wert: ca. 90) 0,332

Macrogol 35.000 0,635

Wasser 10,500
Politur: 95 % Carnaubawachs

5 % Gebleichtes Wachs
(z.B. Capol 1295 PH) 0,108

a) Variante B

Hilfsstoffe: kg (£ 40 %)

Coating: Eudragit L12,5% Trockensubstanz 0,400
Aqoat
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Hydroxypropylmethylcellulose-
acetatsuccinat 5,420
Aqua dest. 12,500
Isopropylalkohol 4,000
Ethanol 86% 55,000
Dragierung: Talkum 9,182
Zucker 28,747
Calciumcarbonat 6,410
Titanoxid E 171 0,635
Polyvidon
(K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon® 25) 0,756
Povidon (K-Wert: ca. 90) 0,332
Macrogol 35.000 0,635
Wasser 10,500
Politur: 95 % Carnaubawachs
5 % Gebleichtes Wachs
(z.B. Capol 1295 PH) 0,108

Formulierungsbeispiel 3: Herstellung einer festen Dosierungsform — Minitablette
zuckerfrei ohne Weichmacher

a) Herstellung des Tablettenkerns

Die Herstellung erfolgt analog Formulierungsbeispiel 1, wobei jedoch anstelle von Avi-
cel Isomalt verwendet wurde.

a) Herstellung der magensaftresistenten {iberzogenen Tablette

Die Herstellung erfolgt analog Formulierungsbeispiel 2, wobei jedoch anstelle von Zu-
cker Isomalt verwendet wurde.

a) Variante A

Hilfsstoffe: kg (%40 %)

Coating: Eudragit L12,5% Trockensubstanz 0,400
CAPOL 5270 PH 8%
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b) Variante B

Hilfsstoffe:

Coating:

Dragierung:
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(Schellacklésung) 60,000
= 4,8 kg Trockensubstanz
(Schellack)
Isopropylalkohol 4,000
Ethanol 96% 3,200
Talkum 2,000
Talkum 7,182
Isomalt 28,747
Calciumcarbonat 6,410
Titanoxid E 171 0,635
Polyvidon
(K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon® 25) 0,756
Povidon (K-Wert: ca. 90) 0,332
Macrogol 35.000 0,635
Wasser 10,500
95 % Carnaubawachs
5 % Gebleichtes Wachs
(z.B. Capol 1295 PH) 0,108
kg (x 40 %)

Eudragit L12,5% Trockensubstanz 0,400
Aqoat 5,420
Aqua dest. 12,500
Isopropylalkohol 4,000
Ethanol 86% 55,000
Talkum ..2,000
Talkum 7,182
Isomalt 28,747
Calciumcarbonat 6,410
Titanoxid E 171 0,635
Polyvidon
(K-Wert ca. 25, z.B. Kollidon® 25) 0,756
Povidon (K-Wert: ca. 90) 0,332
Macrogol 35.000 0,635
Wasser 10,500
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Politur: 95 % Carnaubawachs
5 % Gebleichtes Wachs
(z.B. Capol 1295 PH) 0,108

Formulierungsbeispiel 4: Herstellung einer halbfesten Dosierungsform - Vagi-

nalgel

Die Herstellung erfolgt unter Anwendung Gblicher Methoden nach nach den beiden
folgenden Varianten:

a) Variante A:

Hydroxypropylmethylcellulose (Hypromellose USP) oder ein anderer Gelbildner wird
mit 2 — 10 Gew.-% in gereinigtem Wasser quellen gelassen. Anschlief3end wird das in
Glycerin geltste ERr 731® (Herstellungsbeispiel 1) eingearbeitet. Die Glycerinmenge
kann bis zu 50 Gew.-% des Gels betragen. ERr 731® kann in Glycerin bis zu 0,5 Gew.-
% geldst werden. Im Bedarfsfall kdnnen dem Gel Konservierungsstoffe (z. B. Sorbin-
saure und ihre Salze) hinzugegeben werden. Auch eine pH-Einstellung ist mdglich.
Alternativ zu Glycerin kann auch Ethanol 30 — 86 Vol.-% verwendet werden.

b) Variante B:

Carbomer (Carbopol) wird mit 0,5 — 5 Gew.-% in gereinigtem Wasser gel6st und der
gewiinschte pH-Wert (z. B. KOH, NaOH, NHj3) eingestellt. Wenn notwendig, wird ein
Konservierungsmittel (z. B. Sorbinséaure und ihre Salze) beigemischt. Nach Bildung
eines klaren Gels wird ERr 731® (Herstellungsbeispiel 1) bis zu 0,5 Gew.-% in Ethanol
30 — 86 Vol.-% geldst und zugegeben. Alternativ zu Ethanol kann auch Glycerin ver-
wendet werden.

Formulierungsbeispiel 5: Herstellung einer halbfesten Dosierungsform — Vagi-
nalkugeln

Es werden Kugeln mit einer Grofe von 1 bis 15 g mit einem Gehalt von 1 bis 12 mg
ERr 731® (Herstellungsbeispiel 1) gelost in Glycerin (85 % n 20/D =1,45085) nach zwei
verschiedenen Varianten in herkdmmlicher Weise hergestellt.
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a) Variante A:
Rezeptur:
Gelatine 1 Tell
Gereinigtes Wasser 2 Teile

Glycerin 85 % (+ERr 731®) 5 Teile

b) Variante B:

Gleiche Rezeptur, jedoch mit geeignetem Konservierungsmittel, wie z. B. Sorbat, Ben-
zoat, PHB-Ester.

Die Gelatine wird jeweils in gereinigtes Wasser eingebracht und quellen gelassen bis
alles glasig geworden ist. AnschlieBend wird Glycerin 85 % mit Wirkstoff dazugegeben

und erwarmt, jedoch nicht Uber 65 °C. AnschlieBend werden die Globuli in Ublicher
Weise gegossen

Formulierungsbeispiel 6: Herstellung einer fliissigen Dosierungsform — Tropfen

a) Losungsversuche mit ERr 731 in Ethanol und Glycerol:

Gehalt des Extrakts:

61,9 % Rhaponticin
29,9 % Desoxyrphaponticin

Versuch A: 200 mg Trockenextrakt in 50 mi Glycerol R:

55,1 % Rhaponticin (89,0 % der Theorie)
27,1 % Desoxyrhaponticin (90,6 % der Theorie)

Versuch B: 200 mg Trockenextrakt in 50 ml Ethanol 30 % R:

52,2 % Rhaponticin (84,3 % der Theorie)
25,2 % Desoxyrhaponticin (84,2 % der Theorie)

Versuch C: 200 mg Trockenextrakt in 50 mi Ethanol 50 % R:

58,8 % Rhaponticin (95,0 % der Theorie)
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29,0 % Desoxyrhaponticin (97,0 % der Theorie)

Versuch D: 200 mg Trockenextrakt in 50 ml Ethanol 86 % R:

59,8 % Rhaponticin (96,6 % der Theorie)
29,5 % Desoxyrhaponticin (98,7 % der Theorie)

b) Herstellung von Tropfen:

Zur Herstellung von Tropfen wurde Trockenextrakt gemaR Versuch B in Ethanol 30% R
geldst und gegebenenfalls filtriert.

Testbeispiel 1: In vivo- Metabolisierung des Trockenextrakts ERr 731°

Zur weiteren Aufklarung der Wirkungsweise wurde ERr 731® 3 méannlichen und 3
weiblichen Hunden (reinrassige Beagles, Gewicht 6-9 kg, Alter 6-8 Monate) in einer
Dosis von 100 mg ERr 731%/kg Kérpergewicht oral per Kapsel verabreicht. In verschie-
denen Zeitintervallen wurde den Tieren Blut entnommen und Blutplasma gewonnen.
Das Plasma wurde auf ERr 731%-Inhaltsstoffe und -Metabolite untersucht. Uberra-
schenderweise konnten sowohl in ménnlichen als auch in weiblichen Tieren signifikan-
te Mengen des Metaboliten Piceatannol und geringe Mengen des Metaboliten Resve-
ratrol nachgewiesen werden. Maximale Plasmaspiegel dieser Metabolite wurden nach
etwa 24 h erreicht. Die Plasmaspiegel fiir Piceatannol lagen deutlich tber denen von
Resveratrol. Die Versuchsergebnisse zum Zeitpunkt 24 h sind in Figur 1 dargestelit.

Testbeispiel 2: Untersuchung der Aktivierung des Ostrogenrezeptors ERa durch
ERr 731° und dessen Inhaltsstoffe bzw. Metabolite

Es sollte die Frage geklért werden, ob ERr 731®°den ERa aktiviert. Deshalb wurde der
Extrakt ERr 731® und dessen inhaltsstoffe bzw. Metabolite (trans-Rhapontigenin, De-
soxyrhapontigenin, Resveratrol, Piceatannol sowie cis-Rhapontigenin) im Vergleich mit

17p-Ostradiol auf die strogene Aktivitét in etablierten Modelisystemen untersucht.

Test A):

M/45333-PCT Climacteric



10

15

20

25

30

WO 2006/082073 PCT/EP2006/000957
40

In einer ersten Serie von Experimenten wurde ein rekombinanter Hefe-Screen verwen-

det (vgl. E. Routledge and J.P. Sumpter, Ostrogenic activity of surfactants and some of

their degradation products assessed using a recombinant yeast screen, Envirom. Tox.

Chem.1996).

Saccharomyces-cerevisiae-Zellen wurden mit humanem ERa sowie mit einem Repor-
ter-Gen, bestehend aus dem jeweiligen responsiven Promotorelement fusioniert mit
dem LacZ-Gen, welches flir B-Galaktosidase kodiert, stabil transfiziert. Durch Ostro-
genbehandlung (mit Ostrogen oder einem éstrogenéhnlich wirkenden Substrat) der
Zellen wird, vermittelt durch den Ostrogenrezeptor, R-Galaktosidase aktiviert, was zu
einer Rotfarbung der Hefezellen fuhrt, welche bei 565 nm gemessen werden kann.

Die Versuchsergebnisse sind in Figur 2 zusammengefasst.

Test B):

In einer zweiten Serie von Experimenten wurden die Daten der Ostrogenizititsmes-
sung durch Bestimmung der Induktion von alkalischer Phosphatase in Ishikawa-Zellen
(menschliche endometriale Adenokarzinomzellen) verifiziert, welche mit einem ERa -
enthaltenden Reportergenkonstrukt transfiziert worden waren. Die Aktivitét von alkali-
scher Phosphatase, welche liber das chromogene Substrat 4-Nitrophenylphosphat
bewertet wird, stellt eine ERa-vermittelte Antwort dar.

Der Test basiert auf der Beschreibung von Holinka CF, Hata H, Kuramoto H, Gurpide E
(1986) Effects of steroid hormones and antisteroids on alkaline phosphatase activity in
human endometrial cancer cells (Ishikawa Line). Cancer Res. 46: 2771-2774, sowie
Modifikationen gemar Wober J, Weilwange |, Volimer G (2002) Stimulation of alkaline
phosphatase activity in Ishikawa cells induced by various phytoestrogens and synthetic
estrogens. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 83:227-233.

Tabelle 2 stellt die Konzentrationen fiir die positive Kontrolle (17p-Ostradiol) und die

Testsubstanzen dar, welche in dem Assay verwendet wurden.

M/45333-PCT Climacteric



10

15

20

25

WO 2006/082073 PCT/EP2006/000957

41
Tabelle 2
Testsubstanz Konzentration (M)’
Ostradiol 10°
Resveratrol 10°-10"
trans-Rhapontigenin 10°-10°
Desoxyrhapontigenin 10°-10°
Piceatannol 107-10"
cis-Rhapontigenin 10°-10°
Extrakt ERr 731% 0,00001-10

" Ausnahme: Die Konzentration fiir den Extrakt ERr 731 ist in ug/ml angegeben
Die Ergebnisse zu Test B) sind in Figur 3 dargestellt.

Beide Tests sind stichhaltig, da samtliche positive und negative Kontrollen ihre voraus-
gesagten Effekte (vgl. Figuren 2 und 3) zeigen. Die Ergebnisse beider oben beschrie-
bener Testsysteme belegen, dass weder ERr 731® noch dessen Inhaltsstoffe und Me-
tabolite einen signifikanten Einfluss auf die Aktivierung von ERa aufweisen (vgl. Figu-
ren 2 und 3). Somit kann angenommen werden, dass die Aktivitdt von ERr 731® auf
einem von ERa unabhéngigen molekularen Mechanismus basiert.

Testbeispiel 3: Pharmakokinetik von ERr 731° Inhaltsstoffen bei weiblichen Pro-
banden

Nach oraler Einnahme von ERr 731° sollte tiberpriift werden, ob sich einer der Inhalts-
stoffe dieser Wirkstoffkombination im Blut wieder finden lasst, um zu beweisen, dass
mindestens einer der Bestandteile dieser Wirkstoffkombination oder dessen Metabolite
bioverfligbar ist.

Von einer Freiwilligen wurden morgens (8.00 Uhr) 10 Tabletten ERr 731® (Dosierung =
40 mg ERr 731%) mit Fliissigkeit eingenommen. AnschlieRend wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten (wie in Figur 4 angegeben) 10 ml Blut abgenommen und durch Abzentrifu-
gieren das Plasma gewonnen.
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Diese Plasmaproben wurden wie folgt aufgearbeitet: 500 pl Plasma wurden mit 25 pl

einer internen Standardarbeitsldsung (2.5 ng/ul Rhaponticin oder Rhapontigenin in

Methanol) versetzt und mit 500 pl isotonischer NaCl-Lésung und 2.5 ml Diethy-
lether/Butanol (9/1; v/v) gemischt. Nach Schiitteln und Zentrifugieren (10 Minuten bei
4600 rpm), wurden ca. 2 ml des Uberstandes abgenommen und unter Stickstoffbega-
sung (bei 60°C) getrocknet. Das Pellet wurde in 50 pl Methanol aufgenommen. Nach
Zugabe von 200 pl destilliertem Wasser wurde erneut gemischt, und 200 pl wurden in
Autosampler Réhrchen pipettiert (lichtgeschitzt). 30 ul der Proben wurden in ein LC-
MS/MS System (PE Sciex API 3000) zur Analyse injiziert. Die chromatographische
Trennung der Analyte erfolgte auf einer Phenomenex Polymer X Saule mit einem Gra-
dienten aus einer Ammoniumpufferldsung und einem Acetonitril/Methanol-Gemisch als

mobile Phase.

Die Analysenergebnisse sind in Figur 4 zusammengefasst. Es wurde Rhaponticin im
Blut detektiert mit einem Maximum bei 3-4 Stunden (Figur 4), wahrend Rhapontigenin
nicht gefunden werden konnte. Da Rhaponticin einer der Hauptinhaltsstoffe von ERr
731 ist, ist davon auszugehen, dass Rhaponticin ein wirksamkeitsmitbestimmender
Inhaltsstoff von ERr 731% ist. Dies ist um so (iberraschender, als bisher davon ausge-
gangen wurde, dass nur die Aglycone, nicht jedoch die glycosylierten Hydroxystilbene
wirksam sind (Park et al., Arch Pharm Res. 2002;25:528-533).

Testbeispiel 4: Ostrogenrezeptor B (ERB)-Aktivierung durch ERr 731° und seinen
Metaboliten in der ERB-exprimierenden endometrialen Adenokarzinomzelllinie
HEC-1B

HEC-1B Zellen, eine humane endometriale Adenokarzinom-Zelllinie, exprimieren we-
der ERa noch ERR. Damit stellen sie eine Méglichkeit dar, in einem humanen und en-
dometrialen Kontext Liganden-abhangige Effekte von Substanzen auf die Transaktivie-
rungsmechanismen hinsichtlich verschiedener Rezeptor-Subtypen und verschiedener

dstrogenresponsiver Promotoren zu untersuchen.

Eingesetzt wurde ein etabliertes ERR/mC3-Luciferase-System. Dazu wurden HEC-1B

- Zellen in 24-Well-Platten mit einer Dichte von 95.000 Zellen/Well ausgebracht (in Dul-

becco’s modified Essential Medium (DMEM/F12)). Am néchsten Tag wurden diese mit
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einem ERR-enthaitenden Konstrukt (hERB/pSG2) und einem triple-ERE-enthaltenden
Promotor/Luciferase Konstrukt (mC3-Luc/pGL2) kotransfiziert (Hillisch et al. Dissecting
physiological roles of estrogen receptor alpha and beta with potent selective ligands
from structure-based design. Mol Endocrinol. 2004 Jul; 18:1599-609). Die fransiente
Transfektion erfolgte mittels DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)]-N,N,N-trimethyl-
ammonium-propan methyl-sulfat; Roth) wie vom Hersteller beschrieben.

Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit entsprechenden Konzentrationen der zu unter-
suchenden Substanzen bzw. Substanzgemische behandelt. Als Positivkontrolle diente
178-Ostradiol (E2; 10 nM), als Ldsungsmittelkontrolle wurde ein vergleichbares Volu-
men Dimethylsulfoxid (DMSQO) eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. Da-
nach wurden die Zellen lysiert. Einerseits wurde mittels des Luciferase Assay® Kits
(Promega) die Luciferaseaktivitdt und andererseits mittels des BCA® Kits (Sigma) der
Proteingehalt bestimmt. Die resultierenden spezifischen Luciferase-Aktivitdten der zu
untersuchenden Substanzen wurden dann gegen die DMSO-Kontrolle (100%) vergli-

chen.

Fir jede Prifsubstanz werden mindestens drei Transfektionsexperimente durchgefiihrt.
Nach Berechnung der relativen Luciferase-Aktivitat in Bezug auf die Negativkontrolle
(DMSO) jedes Einzelexperiments (gesetzt als 100%) werden die entsprechenden Mit-
telwerte und Standardabweichungen gebildet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt
grafisch in Form eines Saulendiagramms. Die Berechnung der Signifikanz erfolgt mit-
tels Student’s t-test, wobei diese wie folgt festgelegt wurde: * p < 0,05; ** p < 0,01;
s#x p < 0,001.

Die Ergebnisse fiir ERr 731° sind in Figur 5a, fiir trans-Rhapontigenin in Figur 5b und
fir Desoxyrhapontigenin in Figur 5¢c dargestelit. Sie zeigen, dass die Substanzen do-
sis-abhéngig den ERR aktivieren und damit erfindungsgeman eingesetzt werden kon-

nen.

Die oben beschriebenen Versuchsergebnisse belegen den Uberraschenden Befund,
dass, entgegen bisheriger Annahmen, die ,Vorlaufer” von Resveratrol und Piceatannol,
d. h. die Glycoside Rhaponticin und Desoxyrhaponticin (als Hauptbestandteile von ERr
731®), per se von menschlichen Zellen aufgenommen werden kdnnen. Die Fachwelt
ist bisher von einer Nichtresorbierbarkeit dieser Glycoside ausgegangen (vgl. Park et
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al, Arch. Pharm. Res. 2002, 25 (4), 528-533). Weiterhin Uberrascht die Tatsache, dass

die Wirkstoffkombination ERr 731® héhere Wirksamkeit besitzt als die korrespondie-

renden Aglycone Rhapontigenin und Desoxyrhapontigenin. Zudem sind letztere unter

physiologischen Bedingungen nicht nachweisbar (Versuche nicht gezeigt).

Damit konnte durch vorliegende Erfindung die direkte pharmakologische Wirksamkeit

der Glycoside Rhaponticin und Desoxyrhaponticin (als Hauptbestandteile von ERr
731®) erstmalig gezeigt werden.
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Patentanspriiche

Feste Dosierungsform, umfassend einen wirkstoffhaltigen festen Kern mit ei-
nem pharmazeutisch vertraglichen Trager und einem Wirkstoffgehalt von et-
wa 1 bis 20 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht des Kerns, wobei der
Wirkstoff einen Hydroxystilben-haltigen Wirkstoff oder eine Hydroxystilben-
haltige Wirkstoffkombination umfasst, ausgewéanhit unter Resveratrol- und Pi-
ceatannol-Vorlaufern; sowie Resveratrol und Piceatannol; sowie deren stere-
oisomeren Formen und funktionellen Derivaten, jeweils in Form ihrer Salze
oder in der Phenolform.

Feste Dosierungsform nach Anspruch 1, wobei der Wirkstoff oder die Wirk-
stoffkombination erhaltlich ist aus Wurzeln von Rheum rhaponticum.

Feste Dosierungsform nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Wirkstoffkombina-
tion im wesentlichen Rhaponticin und Desoxyrhaponticin in einem Gewichts-
verhaltnis von etwa 2:1 bis 1:2 umfasst.

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Wirkstoffkombination im wesentlichen aus etwa

60-66 Gew.-% Rhaponticin

30-35 Gew.-% Desoxyrhaponticin

0-2 Gew.-% Rhapontigenin; und

0-2 Gew.-% Desoxyrhapontigenin

besteht.

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche, mit ei-
nem Gesamt-Wirkstoffgehalt von etwa 2 bis 20 mg je Dosiseinheit.

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
diese einen Lactose-freien Kern aufweist.

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche in Form
einer Pille, einer Tablette, eines Extrudats oder eines Granulat.

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
diese einen magensaftresistenten Uberzug aufweist.

Feste Dosierungsform nach Anspruch 8, wobei der Uberzug im Wesentlichen
keinen Weichmacher enthalt.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

46

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche mit einem
Gesamtgewicht im Bereich von etwa 150 mg * 20 mg, einem Kerngewicht
von 84 mg + 10 mg und einem Wirkstoffgehalt von etwa 3 bis 10 mg je Do-
siseinheit.

Feste Dosierungsform nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
diese eine Gleichformigkeit des Wirkstoffgehalts (gemittelt Uber 10 oder 20
zufallig ausgewahlte einzelne Dosiseinheiten) von maximal £ 5 Gew.-% be-
zogen auf das Gesamtgewicht der Dosiseinheit aufweist.

Verfahren zur Herstellung einer festen Dosierungsform nach einem der vor-
hergehenden Anspriiche, wobei man
a) den Wirkstoff oder die Wirkstoffkombination mit dem pharmazeutisch
vertraglichen Trager mischt; und
b) die Mischung zum Wirkstoffkern verfestigt.

Verfahren nach Anspruch 12, wobei man den Wirkstoff oder die Wirkstoff-
kombination in einer inerten Flissigkeit 16st oder dispergiert und mit dem
Trager mischt und das Losungsmittel wahrend oder nach der Verfestigung
entfernt. ’

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 und 13, wobei man den Wirkstoff
oder die Wirkstoffkombination dadurch herstelit, dass man

a) einen Wirkstoff-haltigen Teil einer Drogenpflanze, gegebenenfalls in
zerkleinerter Form, bereitstellt,

b) diesen mit einem wassrigen Extraktionsmittel versetzt,

c) nach Einwirken des Extraktionsmittels eine Flissigextraktphase aus der
Mischung gewinnt und die Extraktion gegebenenfalls mehrfach wieder-
holt, und

d) das Extraktionsmittel aus den so erhaltenen Flissigextraktphasen ent-
fernt.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei man eine Extraktion mit einem wassrigen
Extraktionsmittel bei einem pH-Wert der Mischung im alkalischen Bereich
durchfihrt.

Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, wobei die Drogenpflanze unter Pflan-
zen der Gattung Rheum spp, Astragalus spp,Cassia spp oder Picea spp aus-
gewanhit ist.
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

47

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 16, wobei man die Gesamtmen-
ge des Wirkstoffs oder der Wirkstoffkombination portionsweise mit dem
pharmazeutisch vertraglichen Tréger versetzt und nach jeder Tragerzugabe
mischt.

Verfahren nach Anspruch 17, wobei nach jeder Zugabe mit einer Kugelmihle
Uber eine Dauer von 30 Minuten bis 3 Stunden gemischt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 18, wobei man den Wirkstoffkern
mit einem magensaftresistenten Uberzug versieht

Verfahren nach Anspruch 19, wobei der Uberzug im Wesentlichen keinen
Weichmacher enthalt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 20, wobei man den Kern dra-
giert.

Flussige Dosierungsform, enthaltend einen Wirkstoff oder eine Wirkstoffkom-
bination gemaf der Definition in einem der Anspriiche 1 bis 4 in einem Anteil
von etwa 0,1 bis 20 mg/ml in einem Ldsungsmittelgemisch, umfassend Was-
ser und einen pharmazeutisch vertraglichen Alkohol.

Flussige Dosierungsform nach Anspruch 22, wobei das Lésungsmittelge-
misch ein Wasser/Ethanolgemisch mit einem Ethanolanteil von 10 bis 50
Vol.-% ist.

Flussige Dosierungsform nach einem der Anspriiche 22 und 23, formuliert als
Tropfen zur oralen Verabreichung.

Halbfeste Dosierungsform, enthaltend einen Wirkstoff oder eine Wirkstoff-
kombination gemaf der Definition in einem der Anspriiche 1 bis 4 in einem
Anteil von etwa 1 bis 12 Gew.-% in einem Ublichen halbfesten Trager.

Halbfeste Dosierungsform, formuliert als Vaginalgel oder Vaginalkugeln.

Verfahren zur Herstellung einer halbfesten oder flissigen Dosierungsform
nach einem der Anspriiche 22 bis 26, wobei man einen Wirkstoff oder eine
Wirkstoffkombination wie in Anspruch 14 definiert herstellt und in an sich be-
kannter Weise zur Dosierungsform formuliert.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
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Pharmazeutisches Mittel, umfassend eine feste Dosierungsform nach einem
der Anspriiche 1 bis 11 oder hergestellt nach einem der Anspriiche 12 bis 21
oder eine flissige oder halbfeste Dosierungsform nach einem der Anspriiche
22 bis 26 oder hergestellt nach Anspruch 27.

Feste Dosierungsform nach einem der Anspriiche 1 bis 11 oder hergestellt
nach einem der Anspriiche 12 bis 21 oder eine flissige oder halbfeste Dosie-
rungsform nach einem der Anspriiche 22 bis 26 oder hergestellt nach An-
spruch 27 zur Behandlung von klimakterischen Beschwerden der Frau, juve-
niler Oligomenorrhoe und Dysmenorrhoe, primérer und sekundarer Ame-
norrhoe oder Endometritis.

Verwendung einer festen Dosierungsform nach einem der Anspriiche 1 bis
11 oder hergestelit nach einem der Anspriiche 12 bis 21 oder eine fliissige
oder halbfeste Dosierungsform nach einem der Anspriiche 22 bis 26 oder
hergestellt nach Anspruch 27 zur Herstellung eines pharmazeutischen Mittels
zur Behandlung von klimakterischen Beschwerden der Frau, juveniler Oligo-
menorrhoe und Dysmenorrhoe, primarer und sekundarer Amenorrhoe oder
Endometritis.

Dosierungsform oder Verwendung nach einem der Anspriiche 29 und 30, zur
Behandlung von klimakterischen Beschwerden in der Peri- oder Postmeno-
pause.

Dosierungsform oder Verwendung nach einem der Anspriiche 29 und 30, zur
Behandlung von Hitzewallungen, Schweiausbriichen, Schiafstérungen,
Reizbarkeit, physischer und mentaler Erschépfung, Sexualproblemen und
Harntraktbeschwerden.

Dosierungsform oder Verwendung nach einem der Anspriiche 29 und 30, zur
Behandlung von klimakterischen Beschwerden aufgrund naturlicher oder the-
rapeutisch verursachter Menopause.

Verwendung eines Wirkstoffs oder einer Wirkstoffkombination nach obiger
Definition zur selektiven Aktivierung von ERR in vivo oder in vitro.

Verwendung eines Wirkstoffs oder einer Wirkstoffkombination nach obiger
Definition zur Behandlung einer in einem der Anspriiche 30 bis 33 definierten
Erkrankung durch selektive Aktivierung von ERR.
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Feld II Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Biatt 1)

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

1. Anspriiche Nr.

34,35
weil sie sich auf Gegenstédnde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, ndmlich

Obwohl die Anspriiche 34, 35 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und
grindete sich auf die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspriche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
dan 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 Rege! 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Biait 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestelit, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf afie recherchierbaren Anspriiche.

o, D Da flir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusétzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Geblihr aufgefordert.

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiinren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fiir die Geblihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4, D Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese istin folgenden Anspriichen er-
faBt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusétzlichen Gebdhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

]:] Die Zahlung zusétzlicher Recherchengebihren erfolgte ohne Widerspruch.
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