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VERWENDUNG EINES EXTRAKTES VON ALOYSIA/VERBENA/LIPPIA TRIPHYLLA/CITRIODORA ZUR

BEHANDLUNG CHRONISCHER UND/ODER ENTZUNDLICHER ERKRANKUNGEN

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Extraktes von Aloysia triphylla (L'Her.) O.
Kuntze/Britt. (syn. Lippia citriodora H. B. K., Lippia triphylla (L."’Her.) O. Kuntze) oder einer
Fraktion desselben bzw. eines Lyophilisates davon, oder eines oder mehrerer aktiver
Inhaltsstoffe des Extraktes, bzw. eines Aloysia triphylla Extraktes eingestellt auf z.B.
Flavonoide bzw. antioxidative Eigenschaften (z.B. Troloxiquivalente) als Matrixprotektor
zur Hemmung der Angiogenese unterschiedlicher Genese und zur Chemopravention und zur
Behandlung von chronischen Erkrankung wie z.B. Krebs, rheumatoider Aurthritis,
entziindlichen Darmerkrankungen (z.B. Morbus Crohn), Psoriasis und neurologischen
Erkrankungen mit durch reaktive Sauerstoffspezies verursachter Pathogenese (z.B.
Alzheimer). Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin einen aus Aloysia triphylla

hergesteliten Extrakt.

Fiir Aloysia triphylla existieren in der Literatur verschiedene synonyme Begriffe: Aloysia
triphylla (L'Hérit) Britt. / Lippia citriodora H.B.K. / Verbena triphylla L'Herit.,
Zitronenkraut, Verbenenkraut u.v.a.

Fiir Extrakte von Aloysia triphylla (Verbenenkraut) fehlen neuere pharmakologische
Untersuchungen. Die bekannten Untersuchungen befassen sich in der Regel mit dem
atherischen Ol. Die Blitter der kleinen Striaucher, die man auch Verbenen nennt, enthalten
grofe Mengen dieses itherischen Ols, dessen Geruch fiir eine weite Verbreitung als

Ziergewéchs gesorgt hat.

Die Droge bzw. Extrakte werden in Frankreich traditionell zur symptomatischen Behandlung
von Verdauungsbeschwerden einerseits und Nervositit und Schlafstérungen andererseits von

den Zulassungsbehorden akzeptiert.
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Aloysia triphylla findet bisher in der Lebensmittelindustrie in Form von Genufitees Einsatz.
In der Kosmetikindustrie werden die aus der Pflanze gewonnenen #therischen Ole zur
Parfiimierung verwendet. Der Einsatz von wissrigen oder ethanolisch-wissrigen

(hydrophilen) Extrakten ist nicht bekannt.

Uberraschenderweise ist nunmehr festgestellt worden, dass Extrakte von Aloysia triphylla,
insbesondere Lyophilisate davon, unerwartete neue pharmakologische Wirkungen zeigen, die
weder vorbeschrieben noch durch die bekannten Inhaltsstoffe und bisherigen Indikationen der

Droge nahegelegt sind.

Es ist deswegen die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen neuen und breit anwendbaren

Extrakt von Aloysia triphylla bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird durch den Gegenstand der unabhingigen Anspriiche gelost. Bevorzugte

Ausfithrungsformen sind in den abhéngigen Anspriichen angegeben.

Die Erfinder haben iiberraschenderweise herausgefunden, dass ein neuer, auf Basis
hydrophiler Losungsmittel aus Aloysia triphylla gewonnener Extrakt, eine breite Vielzahl
therapeutischer Anwendungen aufweist, die weder der Pflanze in ihrer Gesamtheit noch

Fraktionen hiervon bislang zugeschrieben wurden.

Die Erfindung betrifft so die Verwendung eines Extraktes von Aloysia triphylla,
vorzugsweise des Trockenextraktes, der Urtinktur, des Fluidextraktes oder einer Fraktion
desselben bzw. eines Lyophilisates davon, oder einer oder mehrerer aktiven Inhaltsstoffe des
Extraktes als Matrixprotektor zur Hemmung der pathogenen Angiogenese, sowie
insbesondere zur Behandlung und Prdvention von Tumorerkrankungen, rheumatoider
Arthritis und anderen chronischen Erkrankungen wie 2z.B. Alzheimer, Psoriasis,
Retinopathien und Wurzelhautentziindungen der Z#hnen, wobei dies aber nur eine
beispielhafte Auflistung ist und kiinftige therapeutische Anwendungen auch in anderen

Bereichen denkbar sind, wo die Hemmung der Angiogenese eine Rolle spielt.

Das Hauptmerkmal des erfindungsgeméfBen Extraktes von Aloysia triphylla besteht darin,

dass der Extrakt durch ein oder mehrere hydrophile Losungsmittel aus dem pflanzlichen
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Ausgangsmaterial gewonnen wird und in Wasser im wesentlichen vollstindig 16sbar ist.

Der Extrakt zeigt unter anderem eine ausgezeichnete entziindungshemmende Wirkung und

kann daher in zahlreichen Gebieten Anwendung finden, z.B. der Medizin, der Kosmetik etc.

Wie bereits oben angesprochen kann der Extrakt in vielen, bereits bekannten Formen
vorliegen, z.B. als Trockenextrakt, Urtinktur, Fluidextrakt, Spezialextrakt oder deren
Lyophilisate. Auch umfasst der Begriff ,,Extrakt wie hierin verwendet Fraktionen, d.h.
wirkstoffhaltige Untergruppen des Extraktes, die z.B. durch weitere Behandlung mit

einzelnen hydrophilen Lsungsmitteln gewonnen wurden.

Die Herstellung eines Spezialextraktes von Aloysia triphylla mit hohem Gehalt an
Wirkstoffen  wird  beispielsweise nach  Extraktion —mit Ldsungsmitteln  auf
Wasser/Alkoholbasis, anschlieBendem Ausschiitteln durch organische Lésungsmittel wie z.B.
Aceton, Chloroform, Dichlormethan, Ethylacetat etc. und  anschlieender

chromatographischer Reinigung z.B. an Kieselgel oder RP18-Material erreicht.

Die Herstellung eines komplett wasserloslichen Spezialextraktes aus Aloysia triphylla ist in

Abb. 1 dargestellt. Der Herstellungsprozess ist auch in den Beispielen wiedergegeben.

Fluidextrakte und Spezialextrakte (komplett wasserlosliche Extrakte, eingestellt auf einen
Mindestgehalt an antioxidativen Oligosacchariden) und deren Herstellung sind im Stand der
Technik bekannt. Der Fachmann auf dem Gebiet ist jederzeit dazu in der Lage die
Herstellungsbedingungen zu variieren, um 2zu anwendbaren Zusammensetzungen zu
gelangen. Einschligige Vorschriften sind insbesondere im DAB 2004 oder EAB 4. Ausgabe,
7. Nachtrag zu finden. Weitere einschligige Fachinformationen sind in Fachbiichern der
pharmazeutischen Technologie enthalten, z.B. ,, Pharmazeutische Technologie,, Rudolf
Voigt, 9., vollig iiberarb. Auflage, oder ,,Remington’s Pharmaceutical Sciences“, Mack

Publishing Co., Easton, PA, 18. Ausgabe.

Bei den hier beschriebenen Aloysiaextrakten und deren Fraktionen handelt es sich um
Extrakte, die durch wissrige bzw. wissrig-ethanolische Extraktion aus den oberirdischen

Pflanzenteilen von Aloysia triphylla gewonnen werden und danach im wesentlichen
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vollstindig in Wasser 16sbar sind. Diese Préparationen zeichnen sich durch einen bestimmten
Gehalt an nicht fliichtigen, hydrophilen antioxidativen Oligosacchariden aus. Dies ist ein
wesentlicher Unterschied zu den ansonsten bisher im Markt verwendeten Aloysiaextrakten,
welche durch Wasserdampfdestillation gewonnen werden und die fliichtige, lipophile

atherische Ole enthalten.

Der Begriff ,,antioxidative Oligosaccharide® wie hierin verwendet bedeutet Oligosaccharide,
die z.B. Di-, Tri-, bis Nonasaccharide sind und die mit antioxidativen Gruppen, z.B.
Kaffeesiure(n), 3,4-Dihydrophenylethanol, Luteolin etc. substituiert sind. Es sei an dieser
Stelle erwihnt, dass nach umfangreichen Forschungarbeiten durch die Erfinder festgestellt
wurde, dass diese antioxidativen Gruppen alleine nicht die Wirkung des Gesamtextraktes
zeigen. Vielmehr ist es die Mischung der in den erfindungesgeméBen Extrakten vorliegenden

antioxidativen Oligosaccharide, die eine optimale Wirkung entfalten.

Die genau verwendeten FEthanol-Wassermischungen, die Extraktionstemperatur, die
Extraktionsdauer und die Menge an Auszugsmittel variieren von Charge zu Charge des
pflanzlichen Ausgangsmaterials und sind abhingig vom Gehalt der antioxidativen
Oligosaccharide und dem Gehalt an unerwiinschten Begleitstoffen (wie z.B. Chlorophyll,
Carotinoide und andere insbesondere lipophile Bestandteile). Somit muf3 das Verfahren zur
Gewinnung der erfindungsgemiBen Extrakte abhdngig von der Art des verwendeten
pflanzlichen Ausgangsmaterials unter Umsténden angepasst werden, was jedoch fiir den auf

dem Gebiet der Phytopharmazie titigen Fachmann kein Problem darstellen wird.

Zwei wichtige, fiir das Herstellungsverfahren zu beriicksichtigende Kriterium sind Folgende:
a) im Extraktionsverfahren diirfen keine Temperaturen von gréfler 90 °C angewendet werden,
das dies zur Hydrolyse der Wirkstoffe und damit zu einer Verminderung oder gar vélligen
Beseitigung der Wirkung des Extraktes fiihren wiirde.

b) die gewonnen Extrakte miissen im wesentlichen riickstandsfrei in Wasser 18sbar sein.

Falls im Einzelfall die Frage entsteht, ob ein Extrakt die erwarteten (optimalen) Wirkungen

aufweist oder nicht, kann der Aloysiaextrakt mit Hilfe des HET-CAM-Assays (unten
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beschrieben) auf seine Wirkung iiberpriift und gegebenenfalls eingestellt werden (biologische

Standardisierung).

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die folgenden Aspekte und
Ausfiihrungsformen:

GemiB einem ersten Aspekt betrifft die Erfindung einen Extrakt von Aloysia triphylla oder
eine Fraktion hiervon, wobei der Extrakt durch ein oder mehrere hydrophile Losungsmittel
gewormen wird und in Wasser im wesentlichen vollstindig 16sbar ist. In der vorliegenden
Erfindung ist am meisten bevorzugt, dass der Extrakt riickstandsfrei in Wasser 16sbar ist, dies
kann jedoch im ein oder anderen Fall aufgrund des gewdhlten Extraktionsverfahrens
moglicherweise nicht ganz erreicht werden. Selbstverstandlich liegen auch solche Extrakte

noch im Umfang der vorliegenden Erfindung.

Das zur Extraktion eingesetzte hydrophile Losungsmittel ist vorzugsweise Wasser und/oder
Ethanol. Das Losungsmittel enthédlt Wasser in einem Bereich von 100% V/V bis 30 % V/V,
den Rest bildet in der Regel Ethanol.

GemilB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Extrakt ein Trockenextrakt, Fluidextrakt

oder ein Spezialextrakt.

Die Erfindung betrifft ebenfalls einen Extrakt, der nach dem Herstellungsverfahren nach

Abbildung 1 herstellbar ist.

Der erfindungsgemife Extrakt kann auch in lyophilisierter Form vorliegen, um die Lagerung
und nachfolgende Aufldsung in Wasser (z.B. Aqua ad Injectabilia) so effizient wie méglich

zu gestalten.

Die Erfindung betrifft in einem zweiten Aspekt Lebensmittel, Nutraceuticals oder Kosmetika,
die einen Extrakt von Aloysia triphylla oder eine Fraktion hiervon wie oben definiert
enthalten. Einige Beispiele fiir die Anwendung des Extraktes im Lebensmittelbereich finden

sich in Beispiel 4.
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Gemi eines dritten Aspektes betrifft die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische
Zusammensetzung, die einen Extrakt von Aloysia triphylla oder eine Fraktion hiervon wie

oben definiert und einen oder mehrere pharmazeutische Hilfsstoffe/Trigerstoffe enthilt.

Diese pharmazeutische Zusammensetzung ist vorzugsweise zur Verabreichung durch

Injektion, zur systemischen und/oder topischen Verabreichung vorgesehen.

GemiB eines vierten Aspektes betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines
Extraktes von Aloysia triphylla oder einer Fraktion desselben bzw. eines Lyophilisates davon,
oder einer oder mehrere aktiven Inhaltsstoffe bzw. eines Aloysia triphylla Extraktes
eingestellt auf z.B. Flavonoide bzw. antioxidative Eigenschaften (z.B. Troloxéquivalente) zur
Hemmung der pathogenen Angiogenese und zur Chemoprévention und Behandlung von
chronischen FErkrankung wie z.B. Xrebs, rheumatoide Arthritis, chronischen
Darmerkrankungen (z.B. Morbus Crohn), Psoriasis und neurologischen Erkrankungen mit

durch reaktive Sauerstoffspezies verursachter Pathogenese (z.B. Alzheimer).

Wie oben angesprochen werden die erfindungsgeméflen Extrakte aus der Ganzdroge
(,,Herba“) gewonnen, d.h. aus allen oberirdischen Pflanzenteilen (Stengel, Bltter, Bliiten). Es
kénnen daher auch itherische Ole in den erfindungsgemiBen Zusammensetzungen enthalten

sein, sie stellen jedoch nicht den Hauptanteil der Wirkstoffe dar.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines Extraktes von Aloysia
triphylla oder einer Fraktion desselben bzw. eines Lyophilisates davon, oder einer oder
mehrere aktiven Inhaltsstoffe bzw. eines Aloysia triphylla Extraktes eingestellt auf z.B.
Flavonoide bzw. antioxidative Eigenschaften (z.B. Trolox#quivalente) zum Schutz des

Abbaus von Knorpel in z.B. Gelenken und der extrazelluldren Matrix (Matrixprotektor).

Bevorzugt findet Aloysia triphylla Anwendung zur Hemmung der Angiogenese zur
Behandlung und Privention von entziindlichen Erkrankungen, Tumorerkrankungen,
rheumatoider Arthritis und anderen chronischen Erkrankungen wie z.B. Alzheimer, Psoriasis,

Retinopathie und Wurzelentziindungen der Zihne.
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Erfindungsgem# liegt der Extrakt vorzugsweise als Fluidextrakt vor. Wie oben
angesprochen liegt die Dosierung der Fluidextrakt-Trockensubstanz zwischen 20 mg und 2 g

pro Tag.

Die erfindungsgemiBen Extrakte etc. finden als Botanical, insbesondere als Arzneimittel,
Nutraceutical, Functional Food, Novel Food, Bestandteil in Kosmetika (z.B. in
Sonnenschutzcremes, Anti-ageingcremes und -salben, Rasierwasser, Haarpflegemitteln etc.)
und Lebensmitteln, mit antioxidativen Eigenschaften, Anwendung. Mit anderen Worten ist
die vorliegende Erfindung nicht auf die Verwendung der bereits bekannten und auch haufig

verwendeten #therischen Ole gerichtet.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Lyophilisat, das aus einem Extrakt von Aloysia triphylla
oder einer Fraktion desselben wie oben definiert hergestellt worden ist, sowie ein Botanical,
Nutraceutical oder Kosmetikum, das einen Extrakt von Aloysia triphylla oder eine Fraktion

desselben enthilt.
Zuletzt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemifBen Extrakte.

Erfindungsgem# werden als Darreichungsformen bevorzugt Dragees, Hartgelatinekapseln,
flissige  Zubereitungen der Fluidextrakt-Trockensubstanz als Oralia, topische

Anwendungsformen oder Injektabilia verwendet.

Hauptséchlich ist der Einsatz am Menschen vorgesehen, der Einsatz im Veterinir-Bereich ist

aber ebenso moglich.

Die Aloysiaextrakte besitzen starke antioxidative Eigenschaften - wie im DPPH-Test
nachgewiesen. Uberraschenderweise besitzen sie jedoch keine prooxidativen Eigenschaften
wie zB. Vitamin C, die zum Abbau von Glykosaminoglykanen (z.B. Heparin,
Chondroitinsulfate, Heparansulfate) fiihren. Die Extrakte inhibierten den Abbau von
Glykosaminoglykanen, der durch freie Eisen-(I)-lonen und Wasserstoffperoxid

hervorgerufen wird (s. Abbildung 2).

Durch diese neue Wirkung der Aloysiaextrakte sind diese in der Lage den Abbau von z.B.
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Knorpel bzw. den Abbau der extrazelluldren Matrix, die fiir die Pathogenese einer Reihe von
chronischen Erkrankungen essentiell ist, zu verlangsamen bzw. zu stoppen. Fiir die Induktion
der Angiogenese ist der Abbau von Glykosaminoglykane, die Bestandteile der extrazelluédren
Matrix sind, von wesentlicher Bedeutung. Wirkstoffe oder Extrakte die den Abbau der

extrazelluldren Matrix verhindern (Matrixprotektoren ) sind bis jetzt nicht bekannt.

Die aus den in vitro Versuchen vermuteten pharmakologischen Wirkungen der beschriebenen
Aloysiaextrakte sind in vivo durch Hemmung der pathologischen Angiogenese
unterschiedlicher Genese an der Chorion-Allantois-Membran (HET-CAM) des bebriiteten
Hiihnereies belegt worden (s. Abbildung 4). Desweiteren wird die durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufene Irritation an der Chorio-Allantois-Membran
gehemmt (s. Abbildung 5). Die physiologische Angiogenese wird durch die Aloysiaextrakte
nicht gehemmt (s. Abbildung 3).

Eine intakte extrazellulire Matrix ist wesentlich fiir ein gesundes Gewebe. Werden die
Bestandteile abgebaut kommt es z.B. zur Knorpeldegeneration oder zur Induktion einer

pathogenen Angiogenese.

Die Angiogenese ist ein physiologischer differenzierender Gewebeproze in der
Embryonalentwicklung, nach der weiblichen Regelblutung und bei der Wundheilung. Diese
Differenzierung geht von Kapillaren aus, in dem die Basalmembran stellenweise aufgeldst
wird, Endothelzellen migrieren und proliferieren, sich zu einer Rohre zusammenschlielen
und mit benachbarten Proliferationsstellen eine Schleife bilden. Die Basalmembran wird an
den neu entstandenen GefiBlen ausgebildet. Dieser Prozefl ist einer Steuerung durch
antagonsierende Mediatoren unterworfen. Zu den Angiogenese-stimulierenden Faktoren
zihlen der Acidic Fibroblast Growth Factor (FGF-1), der Basic Fibroblast growth factor
(FGF-2), der Vascular Endothelial growth Factor (VEGF), der Interleukin la (IL 1a) u.a.
Endogene Inhibitoren stehen diesen stimulierenden Faktoren gegeniiber und verhindern beim

Gesunden die Angiogenese.

Bei verschiedenen Erkrankungen spielt in der Pathogenese die Gefifineubildung eine Rolle.
Dazu gehéren vor allem Tumorerkrankungen. Sowohl das Wachstum eines soliden Tumors

als auch die Metastasierung ist abhéngig von der Angiogenese im Tumorgewebe. Einige
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weitere Beispiele fiir Erkrankungen, bei denen die Angiogenese eine pathogene Rolle spielt,

sind oben bereits genannt.

Wirksame und nebenwirkungsarme Angiogenese-Inhibitoren stellen heute mnoch eine
therapeutische Liicke dar, da noch keine zur Anwendung am Menschen zugelassener
Angiogenese-Hemmstoff zur Verfiigung steht. Es wurden zwar schon verschiedene
Angiogenese-Inhibitoren, z.B. Suramin, klinisch gepriift, aber der therapeutische Nutzen wird

aufgrund toxischer Wirkungen in Frage gestellt.

Mit der pharmakologischen Priifung des Lyophilisates des Fluidextraktes von Aloysia
triphylla an der CAM des Hiihnerembryos trat vollig iiberraschend die starke Hemmung der
pathogenen Angiogenese auf. Eine membranirritierende oder toxische Wirkung des Extraktes
ist nicht beobachtet worden. Nebenwirkungen sind beim Gebrauch von Aloysia triphylla

bisher nicht bekannt geworden.

Zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis werden in neueren Therapiestrategien
Angiogenese-Hemmstoffen gesucht, da bei der Pathogenese die synoviale Proliferation mit
einer Neovaskularisierung verbunden ist. Die Unterdriickung der Proliferation von
Endothelzellen kann als wichtiges Therapieziel angesehen werden, da hiermit auch eine

Reduzierung des pathologisch-immunologischen Prozesses zu erwarten ist.
Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend durch Abbildungen und Beispiele verdeutlicht.
Sie ist hierauf selbstverstindlich nicht beschrinkt, ihr Schutzumfang wird vielmehr durch die

Anspriiche bestimmt.

In den Abbildungen ist folgendes dargestellt:

Abb. 1 zeigt einen Flow Chart fiir die Herstellung eines erfindungsgeméfen
Extraktes;
Abb. 2 zeigt die Hemmung des Abbaus von Glykosaminoglykanen (z.B.

Chondroitinsulfat A) durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) durch den erfindungsgeméfen

wasserlgslichen Aloysiaextrakt. Das antioxidative Vitamin C beschleunigt im Vergleich den
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Abbau der Glykosaminoglykanen unter physiologischen Bedingungen (pH-Wert 7,2, 37 Grad

Celsius);

Abb. 3 zeigt den Einflu eines erfindungsgeméBen wasserldslichen Aloysiaextrakts

auf die physiologische Angiogenese im Vergleich mit Vitamin C;

Abb. 4 stellt die Hemmung der pathologischen Angiogenese, hervorgerufen durch
eine chronische Entziindung, mittels des erfindungsgemaflen wasserloslichen Extrakts aus
Aloysia im Vergleich mit Vitamin C dar;

Abb. 5 zeigt die Hemmung der durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
hervorgerufenen Irritation an der Chorio-Allantois-Membran.

Beispiele:

Beispiel 1: Herstellung des komplett wasserldslichen Spezialextraktes aus Aloysia triphylla

(s. auch Abb. 1)

Das getrocknete, geschnittene Pflanzenmaterial von Aloysia triphylla (oberirdische
Bestandteile mit oder ohne Bliiten, bzw. nur Blitter bzw. nur Stengel), die einen
Mindestgehalt an antioxidativen Oligosacchariden enthalten, werden mit Wasser oder mit
Wasser/Ethanol-Mischungen (z.B. Wasser/Ethanol = 50/50 (V:V)) bei 40 Grad Celstus iiber
ungefihr 8 Stunden extrahiert. Das Verhdltnis von getrocknetem Pflanzenmaterial zu
Auszugsmitte]l kann variieren und betrdgt 1:4 bis 1:100 Teile. Die genau verwendeten
Ethanol-Wassermischungen, die Extraktionstemperatur, die Extraktionsdauer und die Menge
an Auszugsmittel variieren von Charge zu Charge und sind abhingig vom Gehalt der
antioxidativen Oligosaccharide und dem Gehalt an unerwiinschten Begleitstoffenn (wie z.B.

Chlorophyll, Carotinoide und andere insbesondere lipophile Bestandteile).

Die exakten Extraktionsbedingungen werden jeweils in Vorversuchen mit Hilfe einer
Analytik auf antioxidative Oligosaccharide, die, wie oben angesprochen, mit einem

Mindestgehalt in den Extrakten enthalten sein sollen, ermittelt.
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Nach der Exiraktion wird zur Abtrennung der unloslichen Bestandteile in einer
Durchlaufzentrifuge (,,Milchzentrifuge®) zentrifugiert. Die abgetrennten unl6slichen
Bestandteile (Trester) werden verworfen. Der Uberstand (bzw. Uberlauf) wird auf bis zu 4
Grad Celsius abgekiihlt, jedoch mindestens auf 40 Grad Celsius. Nach einer Lagerdauer von
bis zu einem Monat werden die sich abscheidenden lipophilen Komponenten (insbesondere

Chlorophyll) mittels Filtration entfernt.

AnschlieBend wird das Filtrat bei 50 bis 90 Grad Celsius im Vakuum auf ca. ein Zehntel bis
ein Viertel des Ausgangsvolumens eingeengt. Die konzentrierte Losung wird nochmals auf
bis zu 4 Grad Celsius abgekiihlt, jedoch mindestens auf 40 Grad Celsius. Nach dieser
Endklirung werden die sich abscheidenden bzw. ausflockenden Schwebstoffe nach einer

Lagedauer von bis zu einem Monat mittels Filtration entfernt.

Das Filtrat wird anschlieBend mit inertem Material z.B. Maltodextrin bzw. Aerosil versetzt,
um eine gewiinschte Konzentration an antioxidativen Oligosacchariden im Endprodukt zu
erhalten. Die Endtrocknung erfolgt im Vakuumkonzentrator oder auf dem Trockenband bei
Temperaturen zwischen 40 bis 90 Grad Celsius. Das getrocknete Material wird anschlieBend
in einer Miihle auf eine gewiinschte Korngrofe zerkleinert. Das Pulver wird vakuumverpackt.
Das Endprodukt, das fiir die Herstellung von Getranken geeignet ist, 16st sich in Wasser ohne
Riickstand auf (insbesondere scheiden sich keine farbigen Partikel (,,schwarze Piinktchen®
ab). Das Endprodukt enthilt einen Mindestgehalt an antioxidativen Oligosacchariden von
ungefihr 10% und erfiillt die Mindestkriterien zur mikrobiologischen Reinheit nach dem
lebensmittelrechtlichen Vorschriften und den Arzneibiichern. Die vorgeschriebenen
Obergrenzen an Schwermetallen, Herbiziden und Pestiziden werden ebenfalls unterschritten

und somit eingehalten.

Beispiel 2: Entziindungshemmende Wirksamkeit des Extraktes von Aloysia triphvlla im

HET-CAM Test

Als Testpellet wurden dabei 10yl einer Losung von 50 mg Lyophilisat (der im obigen

Beispiel 1 gewonnen Zusammensetzung) in 1 ml Agaroseldsung (mit Smg Laurylsulfat/ml)
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auf die CAM appliziert. Im Bereich des Testpellets erschien die durch die Entziindung
hervorgerufene Angiogenese gegeniiber dem Kontrollversuch geringer bis hin zu einer
vollstindigen Unterdriickung. Dieser Versuchaufbau stellt ein anerkanntes Modell fiir die in
vivo-Uberpriifung der Hemmung der Angiogenese dar und belegt die vollig unerwarteten,
neuartigen, pharmakologischen Wirkungen der genannten Lyophilisate. Siche hierzu auch

Abbildung 4.

Der HET-CAM-Test gehért zu einer Reihe von Modellversuchen, die Substanzen auf ihre
Hemmung der pathogenen Angiogenese flir mogliche therapeutische Anwendungen zu
priifen. Der Vorteil des HET-CAM-Testes liegt darin, dass er zu den in vivo-Versuchen
gehort, die eine sichere Aussage tiber klinische Relevanz zulassen als in vitro-Verfahren. In
diesem in vivo-Test liegt das komplexe System der Angiogenese mit all seinen
Zellenfunktionen und Mediatoren vor, so dass eine vergleichsweise sichere Aussage iiber die
Hemmwirkung der Angiogenese moglich ist. Der Test ist als Screening-Verfahren zur
Ermittlung von Substanzen mit Angiogenese-hemmenden Eigenschaften anerkannt (Svahn,
CM., M. Weber, C. Mattsson, K. Neiger, M. Palm carbohydr. Polym. 18, 9-16 (1992);
Hahnenberger r., AM. Jakobsen, A. Ansari, t. Wehler, C.M. Svahn, U.Lindahl,
Glycobioology 3, 567-573 (1993); und Galliardi, A., H. Hadd, D.C. Collins, Cancer Res. 52,
5073-5075 (1992)).

Beispiel 3; Bestiticung der Ergebnisse des HET-CAM-Tests im Tierversuch

Die Ergebnisse des HET-CAM-Assays konnten auflerdem in einem Tiermodell der
chronischen Entziindung bestitigt werden. Die Wirkung des Extraktes wurde in einem

Miusemodell der durch Dextransulfat hervorgerufenen akuten Kolitis tiberpriift.

Hier wird in insgesamt 10 Miusen eine Kolitis durch Dextransulfat induziert. Durch diese
Darmentziindung verlieren die Miuse an Gewicht. Endpunktparameter sind die Feststellung
des Mausgewichts, der Darmlinge sowie die Reduktion von bekannten Interleukinen, die

Entziindungen hervorrufen.

Nach Gabe von téiglich 600 pg wasserloslichem Aloysiaextrakt (liber 10 Tage hinweg) war
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das Endgewicht von 5 Méiusen nach 10 Behandlungstagen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(5 Méuse) signifikant erhdht (p = 0,05). Die Ergebnisse der Behandlung sind in Tabelle 1

dargestellt. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte mit den maximalen

Schwankungsbereichen.

Tabelle 1

Behandlung Anfangsgewicht in Gramm Endgewicht in Gramm
(Tag 0) (Tag 10)

600 pg erfindungs- 21,2 (+/-0,8) 19,2 (+/-1,2)

gemifBer Extrakt (s.0.)

PBS (Kontrolle) 20,8 (+/- 0,5) 15,4 (+/- 1,4)

Die IFN- und IL-10 Werte waren in den MLN-Zellen, gewonnen aus den Lymphknoten, nach
Stimulation signifikant abgesenkt.

Diese Ergebnisse der Versuchs an der Maus bestitigen den erfolgreichen Einsatz der

erfindungsgeméBen Zusammensetzung bei chronischen Entziindungen insbesondere des

Magen-Darm-Traktes.

Beispiel 4: Herstellung von Lebensmitteln, die den erfindungsgeméfen Extrakt enthalten

Ausgangsprodukt: ~ Wasserl6sliche Fraktion eines alkoholischen Extraktes aus Aloysia
triphylla (wie oben in Beispiel 1 gewonnen), optimiert auf einen Gehalt antioxidativer

Oligosaccharide von ca. 10%.)

In Tabelle 2 ist das jeweilige Mischungsverhiltnis des Extraktes im Milchprodukt angegeben.

Es zeigten sich die in der Tabelle aufgefiihrten Ergebnisse.
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Tabelle 2:
Jogurt Frischkise Milch-Shake
(Erdbeer) (Kréuter) (Grundmasse)
ELS 04-06/2003 ELS 04-06/2003 ELS 10/2003
Dosierung a) 1000 mg/150 g a) 3000 mg/200 g a) 750mg/ 11
b) 500mg/150 g b) 1000 mg/200 g b) 500mg/11
c) 250mg/150 g c) 500mg/200 g ¢) 250mg/l1
Geschmack d) bitter d) ohne d) ohne
e) leicht bitter e) ohne e) ohne
f) leicht bitter f) ohne f) ohne
Farbe g) leicht braunlich |g) leichtbriunlich |g) briunlich
h) neutral h) neutral h) leicht briunlich
i) neutral i) neutral i) neutral
Geruch ohne ohne ohne
Mischbarkeit voll mischbar voll mischbar voll mischbar
Loslichkeit voll 16slich voll 16slich voll 16slich
Stabilitat 90 Tage in wissrig 90 Tage 90 Tage
‘ saurer Losung (pH4)
Haltbarkeit im mind. 28 Tage mind. 28 Tage mind. 28 Tage
Produkt
Mikrobiologie 1.0. 1.0. i.0.
Scaling Up je 1000 kg 1000 kg 3000 1 Schololade-
Pflaume-Miisli-Jog. | Krauter-Frischkise Milchshake
Apfel-Miisli-Jogurt
Einsatzempfehlung in aromatisierten in aromatisierten oder |in Geschmickern wie

Schkolade,
Mokka, Nuss etc.
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Anspriiche

1. Extrakt von Aloysia triphylla, wobei der Extrakt durch ein oder mehrere hydrophile

Lésungsmittel gewonnen wird und in Wasser im wesentlichen vollstédndig 16sbar ist.

2. Extrakt nach Anspruch 1, wobei das zur Extraktion eingesetzte hydrophile

Losungsmittel Wasser und/oder Ethanol ist.

3. Extrakt nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Losungsmittel Wasser in einem Bereich

von 100% V/V bis 30 % V/V enthilt.

4. Extrakt nach einem od er mehreren der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Extrakt

ein Fluidextrakt oder ein Spezialextrakt ist.

5. Extrakt, der nach dem Herstellungsverfahren nach Abbildung 1 herstellbar ist.

6. Extrakt nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, der in

lyophilisierter Form vorliegt.

7. Lebensmittel, Nutraceutical oder Kosmetikum, das einen Extrakt von Aloysia

triphylla nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-6 enthilt.

8. Pharmazeutische Zusammensetzung, die einen Extrakt von Aloysia triphylla nach
einem oder mehreren der Amnspriiche 1-6 und einen oder mehrere pharmazeutische

Hilfsstoffe/Tragerstoffe enthdlt.

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 8, die zur Verabreichung durch

Injektion, zur systemischen und/oder topischen Verabreichung vorgesehen ist.

10.  Verwendung eines Extraktes nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-6 zur
Chemoprivention und Behandlung von chronischen Erkrankung, vorzugsweise Krebs,

rheumatoider Arthritis, chronischer Darmerkrankungen, Psoriasis und neurologischer
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Erkrankungen.

11.  Verwendung ecines Extraktes nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-6 zur
Chemoprivention und Behandlung zum Schutz vor dem Abbau von Knorpel und der

extrazelluldren Matrix.

12. Verwendung eines Extraktes nach einem oder mehreren der Anspriiche 1-6 zur
Behandlung und Privention von Tumorerkrankungen, rheumatoider Arthritis und anderer
chronischer Erkrankungen, vorzugsweise der Alzheimer-Krankheit, Psoriasis, Retinopathie

und Wurzelentziindung der Zihne.

13.  Verwendung nach einem oder mehreren der Anspriiche 10-12, wobei die Dosierung

der Fluidextrakt-Trockensubstanz zwischen 20mg und 2 g pro Tag liegt.
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Vergleich Extrakt und Vitamin C im CAM-Assay
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Abb. 3
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Vergleich von Extrakt und Vitamin C im HET-CAM-Assay

! CAM-Irritation durch Lauryl- Inhibition der Membranirritation
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Hemmung der pathologischen Entziindung hervorgerufen
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Viitamin C: keine Wirkung

Abb. 4
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Vergleich von Extrakt und Vitamin C
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I i N . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
E" alteres Dokument, dgs 1ed9ch erst am pder nach dem internationalen Theorie angegeben ist

Anmeldedatum verdffentlicht worden ist ) X' Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
"L Verdifentlichung, die geeignet ist, einen Priorittsanspruch zweifelhaft er— kann allein aufgrund dieser Veréffentlichung nicht als neu oder auf

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

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

.., ausgefhrt) o ) ) werden, wenn die Verbffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Q" Verdffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, Verdfientlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und

P Veine Benutzung, éeine Alésstellung ottier a{\derﬁ Maf?gagnt\en betz)ieht N diese Verbindung filr einen Fachmann naheliegend ist
*P* Veréffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nacl ‘on M . o )
dem beanspruchten Prioritatsdatum versffentlicht worden ist &' Verdffentlichung, die Milglied derselben Patentfamilie ist
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
20. April 2005 11/05/2005
Name und Postanschrift der internationalen Recherchenbehérde Bevollméchtigter Bediensteter

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

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

Fax: (+31-70) 340-3016 Fuchs, U
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Intern.ales Aktenzeichen
PCT/EP2004/014499

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

P,X

KIM, S. ET AL.: "Cytotoxicity of Methanol
Extracts of Edible Herbs Against L1210
Cells with the Changes of Antioxidant
Enzymes Activities"

KOREAN JOURNAL OF PHARMACOGNOSY,

Bd. 33, Nr. 4, 2002, Seiten 376-383,
XP008045829

Zusammenfassung

Seite 378; Tabelle I

Seite 379; Tabellen II,III

Seite 380; Tabelle IV

Seite 381; Abbildungen 1,2; Tabellen V,VI
Seite 382; Abbildung 3

MATSUNAGA, K. ET AL.: "Inhibitory Action
of Paraguayan Medicinal Plants on
5-Lipoxygenase"

NATURAL MEDICINES,

Bd. 54, Nr. 3, Juni 2000 (2000-06), Seiten
151-154, XP008045847

Seite 151, Spalte 2, Zeile 14 - Seite 152,
Spalte 1, Zeile 28

Diagramm 1

Seite 153; Tabelle 1

DE 100 47 835 A (PAPER, D.H.)

11. April 2002 (2002-04-11)

das ganze Dokument -

LAPORTA, 0. ET AL.: "Bifunctional
antioxidative oligosaccharides with
antiinflammatory activity for joint
health"

AGRO FOOD INDUSTRY HI-TECH,

Bd. 15, Nr. 5, Oktober 2004 (2004-10),
Seiten 30-33, XP008045822

das ganze Dokument

1,4-9

1,4-9

2,3

1-13

1-12
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Feld Il Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

GemasB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht ersiellt:

1. Anspriche Nr.

weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpilichtet ist, namlich

Obwoh1 die Anspriiche 10-13 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und
griindete sich auf die angeflihrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namlich

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

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

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

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

Da fir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine

2. \ .
zusétzliche Recherchengeblihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Geblihr aufgefordert.

3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengeblhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser -
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriche, flir die Geblihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebtihren nicht rechtzeitiggntrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er—
faBt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I:] Die zusétzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

l:l Die Zahlung zusétzlicher Hechercﬁéngeﬁi]hren erfolgte ohne Widerspruch.
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Angaben zu Verbffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehoren

- PCT/EP2004/0T4499
Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefihries Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung

US 4859468 A 22-08-1989  JP 1784216 C 31-08-1993

) JP 4074333 B- 26-11-1992

JP 62081324 A 14-04-1987

JP 1788359 C 10-09-1993

JP 4078262 B 10-12-1992

JP 62079755 A 13-04-1987

DE 10047835 A 11-04-2002 DE 10047835 Al 11-04-2002
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