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Zusammensetzung zur Behandlung von degenerativen

Gelenkerkrankungen

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Zusammensetzung, insbesondere in
Form eines Arzneimittels oder eines Nahrungserganzungsmittels, zur Behand-

lung von degenerativen Gelenkerkrankungen.

Degenerative Gelenkerkrankungen, die durch Verschlei3 oder Schadigung des
Gelenkknorpels gekennzeichnet sind, werden meist unter dem Begriff Arthrose
zusammengefasst. Teilweise wird auch der aus der englischsprachigen Litera-
tur Gbernommene Begriff Ostheoartrithis synonym verwendet. Degenerative
Gelenkerkrankungen sind in der gesamten Bevdlkerung weit verbreitet, wobei
die Haufigkeit des Auftretens mit dem Alter stark zunimmt. Die am haufigsten
betroffenen Gelenke sind die Knie- und Huftgelenke.

Die Ursachen des Gelenkverschlei3es sind unterschiedlich und kdnnen sowohl
in einer biologischen Minderwertigkeit des Knorpelgewebes liegen (primare Ar-
throse) als auch in Einflussfaktoren wie mechanischer Uberlastung (z.B. durch
Gelenkfehlstellung), Entzindungen oder Stoffwechselstorungen (sekundare Ar-
throse). In jedem Fall kann es bei fortschreitender Erkrankung zu einem voll-
standigen Verlust des Gelenkknorpels kommen, sodass die subchondralen
Knochenflachen freiliegen und aneinander reiben, was bei den betroffenen Pa-

tienten zu erheblichen Beschwerden fuhrt.

Knorpelgewebe besteht zum Uberwiegenden Teil aus einer extrazelluldaren Ma-
trix, deren Bestandteile durch die in der Matrix verteilten Chondrocyten (Knor-
pelzellen) synthetisiert werden. Im Fall des Gelenkknorpels (Hyalinknorpel)
umfasst die Trockenmasse der extrazelluldaren Matrix ca. 60 Gew.% Kollagen
(Uberwiegend vom Typ II), ca. 25 bis 35 Gew% Proteoglykane sowie 15 bis
20 Gew.% nicht-kollagendse Proteine. Der Auf- und Abbau der extrazelluldaren
Matrix folgt einem komplexen Regulationsmechanismus, wobei in gesundem

Knorpelgewebe die Chondrocyten auf eine gednderte Zusammensetzung der
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Matrix reagieren, indem die Biosynthese der Matrixkomponenten entsprechend
reguliert wird. Die Versorgung des Knorpelgewebes mit Nahrstoffen erfolgt da-
bei nur durch die periodischen Druckanderungen innerhalb des Gelenks, da im

Knorpel weder Blut- noch LymphgefaBe vorhanden sind.

Es ist seit Langerem bekannt, degenerative Gelenkerkrankungen durch die
orale Verabreichung von Kollagenhydrolysat zu behandeln. Zur Wirksamkeit
dieser Behandlung im Hinblick auf eine Linderung der Beschwerden wurden
mittlerweile eine Reihe von klinischen Untersuchungen durchgefuhrt (siehe

A. Bello und S. Oesser (2006), Current Medical Research and Opinion (22)
2221-2232). Obwohl die exakte Wirkungsweise des Kollagenhydrolysats noch
nicht geklart ist, geht man davon aus, dass die Kollagenfragmente in den Blut-
kreislauf resorbiert werden und im Knorpelgewebe die Synthese der extrazel-
luldren Matrix stimulieren, indem sie in den oben beschriebenen Regulations-
mechanismus eingreifen. Durch in vitro-Versuche mit Chondrocyten konnte
nachgewiesen werden, dass die Biosynthese und Sekretion von Kollagen in An-
wesenheit von Kollagenhydrolysat erhoht ist (siehe S. Oesser und J. Seifert
(2003), Cell Tissue Research (311) 393-399).

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Zusammensetzung zur Be-
handlung von degenerativen Gelenkerkrankungen mit einer verbesserten

Wirksamkeit zur Verfligung zu stellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemal geldst durch eine Zusammensetzung, die
Kollagenhydrolysat und Hagebuttenpulver und/oder -extrakt umfasst, wobei
das Gewichtsverhaltnis von Kollagenhydrolysat zu Hagebuttenpulver und/oder
—-extrakt, jeweils bezogen auf die Trockenmasse, im Bereich von ca. 2:1 bis
ca. 100:1 liegt.

Es wurde Uberraschenderweise gefunden, dass die stimulierende Wirkung von
Kollagenhydrolysat auf die Biosynthese von Kollagen und Proteoglykanen in
den Chondrocyten durch eine Kombination mit Hagebuttenpulver oder -extrakt

verstarkt werden kann. Dieser Wirkung liegt ein synergetischer Effekt zugrun-
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de, da eine solche Stimulierung durch Hagebuttenpulver oder -extrakt allein

nicht beobachtet wird.

Die medizinische Anwendung von Hagebutten, auch im Zusammenhang mit
Arthrose, ist an sich bekannt. Diese Anwendung beruht jedoch auf einer ent-
zindungshemmenden Wirkung eines insbesondere in Hagebuttenpulver ent-
haltenen Galaktolipids (GOPO). Entziindungen kdnnen Ursache und/oder Be-
gleiterscheinung von degenerativen Gelenkerkrankungen sein, und es gibt
Studien, die eine Schmerzlinderung durch die Einnahme von Hagebuttenpulver
zeigen (siehe D. Warholm et al. (2003), Current Therapeutic Research (64)
21-31). Ein Einfluss von Hagebuttenpulver oder -extrakt auf die Biosynthese

von Knorpelbestandteilen wurde bisher jedoch nicht beschrieben.

Bei der erfindungsgemaBen Zusammensetzung liegt das Gewichtsverhaltnis
von Kollagenhydrolysat zu Hagebuttenpulver und/oder -extrakt, jeweils bezo-
gen auf die Trockenmasse, im Bereich von ca. 2:1 bis ca. 100:1. Bei Gewichts-
verhaltnissen oberhalb von ca. 100:1, d.h. bei Verwendung von weniger als
ca. 1 Gew.% Hagebuttenpulver und/oder -extrakt, bezogen auf das Kollagen-
hydrolysat, ist der oben beschriebene synergetische Effekt in der Regel nicht
nachweisbar. Andererseits kann durch die Verwendung von mehr als ca.

50 Gew.% Hagebuttenpulver und/oder -extrakt, bezogen auf das Kollagenhy-
drolysat (d.h. bei einem Verhéaltnis unterhalb von ca. 2:1), nur noch eine un-
wesentliche oder Uberhaupt keine Steigerung dieses Effekts mehr erreicht
werden. Bevorzugt liegt das Gewichtsverhaltnis von Kollagenhydrolysat zu Ha-
gebuttenpulver und/oder -extrakt im Bereich von ca. 5:1 bis ca. 50:1, weiter
bevorzugt im Bereich von ca. 10:1 bis ca. 20:1. Der beschriebene Effekt kann
also mit einem Unterschuss an Hagebuttenpulver und/oder -extrakt erreicht

werden.

Unter Kollagenhydrolysat wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung jedes
Hydrolyseprodukt von Kollagen verstanden, das aufgrund eines ausreichend
geringen Molekulargewichts unter den Bedingungen des Standard-Bloomtests

nicht mehr geliert, d.h. eine Gelstarke von 0 g Bloom aufweist. Vorzugsweise
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ist das Kollagenhydrolysat durch enzymatische Hydrolyse von Kollagen des
Typs I und/oder des Typs 11 gewonnen. Es hat sich gezeigt, dass der stimu-
lierende Effekt auf die Biosynthese der extrazellularen Matrix des Knorpelge-
webes (welches Uberwiegend aus Kollagen des Typs II besteht) im Wesentli-
chen unabhangig ist vom Typ des Kollagenhydrolysats, was darauf hindeutet,
dass die Peptidfragmente in Kollagenhydrolysat des Typs I und des Typs II die
gleiche oder eine ahnliche Struktur aufweisen.

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Kollagenhydrolysat eignen sich
insbesondere Knochen, Haut, Bindegewebe (jeweils Typ I) oder Knorpel (Typ
IT) verschiedener Tiere. Typische Ausgangsmaterialien sind z.B. Rinderkno-
chen, Rinderspalt und Schweineschwarte, es kann aber auch Kollagenhydroly-
sat z.B. aus Kollagen von Geflligel oder Fischen gewonnen werden. Das Her-
stellungsverfahren fur das Kollagenhydrolysat kann dabei sowohl von nativem
Kollagen ausgehen als auch von Gelatine, also extrahiertem und denaturier-
tem Kollagen.

Das Kollagenhydrolysat in der erfindungsgemaBen Zusammensetzung weist
bevorzugt ein mittleres Molekulargewicht von ca. 0,3 kDa bis ca. 30 kDa auf,
insbesondere von ca. 2 kDa bis ca. 10 kDa. Die Molekulargewichtsverteilung
des Kollagenhydrolysats kann durch die Auswahl geeigneter proteolytischer
Enzyme (meist bakterielle Proteasen) gesteuert werden. Zusatzlich konnen
gegebenenfalls einzelne Molekulargewichtsfraktionen des Hydrolysats durch

Ultrafiltration oder chromatographische Verfahren abgetrennt werden.

Bei dem Hagebuttenpulver und/oder -extrakt in der erfindungsgemafien Zu-
sammensetzung kann es sich im weitesten Sinn um alle Produkte handeln, die
aus Hagebutten gewonnen werden. Hagebutten sind die Scheinfrlichte ver-
schiedener Rosenarten, wobei bevorzugt die Hagebutten der Hundsrose (Rosa
canina) verwendet werden. Sie bestehen im Wesentlichen aus dem Frucht-
fleisch bzw. der Schale (Fructus cynosbati) und den Samen (Semen cynosba-
ti), bei denen es sich im botanischen Sinn um Nusse handelt. Das Fruchtfleisch

ohne die Nusse wird auch als Cynosbati sine semine bezeichnet.
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GemalB einer Ausflihrungsform der Erfindung umfasst die Zusammensetzung
ein Hagebuttenpulver aus Fructus cynosbati und/oder Semen Cynosbati. Unter
einem Pulver ist dabei im Rahmen der Erfindung jedes im Wesentlichen homo-
gene Produkt zu verstehen, das samtliche Bestandteile der Hagebutten oder
der verwendeten Teile der Hagebutten enthalt, unabhangig von der Partikel-
groBe. Ein mdglichst feinteiliges Pulver ist jedoch bevorzugt, da hiermit leich-
ter eine homogene Mischung mit dem Kollagenhydrolysat und gegebenenfalls
weiteren Komponenten der erfindungsgemaBen Zusammensetzung erhalten
werden kann und die wirksamen Bestandteile der Hagebutte schneller in L6-
sung gehen kénnen. Ein Hagebuttenpulver kann insbesondere durch Trocknen
und Mahlen von Fructus cynosbati gewonnen werden, wie dies beispielsweise
in der EP 1 071 439 B1 beschrieben ist.

Gemal einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung umfasst die Zusammen-
setzung einen Hagebuttenextrakt aus Fructus cynosbati und/oder Semen cy-
nosbati. Unter einem Extrakt ist dabei im Rahmen der Erfindung jegliches Pro-
dukt zu verstehen, das durch Extraktion der Hagebutten oder der verwendeten
Teile der Hagebutten mit einem fluiden Extraktionsmittel gewonnen wird. Das
oben definierte Gewichtsverhaltnis des Hagebuttenextrakts zu dem Kollagen-
hydrolysat bezieht sich dabei auf die Trockenmasse der extrahierten Bestand-
teile ohne das Extraktionsmittel. Die Verwendung eines Extrakts ist gegenuber
der Verwendung eines Pulvers bevorzugt, da die Zusammensetzung eines Ex-
trakts in der Regel besser reproduzierbar ist. Des Weiteren kann ein Hagebut-
tenextrakt auch unmittelbar in flissiger Form als Bestandteil einer flussigen
erfindungsgemaBen Zusammensetzung verwendet werden, was bei einem Ha-
gebuttenpulver nicht mdglich ist. Wird ein getrockneter Extrakt verwendet, so

kann dieser besser dispergiert bzw. gelést werden als ein Hagebuttenpulver.

Besonders gunstig ist es, wenn der Hagebuttenextrakt durch Extraktion von
Fructus cynosbati mit einem wassrigen Extraktionsmittel, welches bis zu
50 Vol.% Ethanol enthalt, gewonnen ist. Es kann insbesondere auch ein rein

wassriges Extraktionsmittel ohne Ethanol eingesetzt werden, sodass der ge-
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wonnene Hagebuttenextrakt vollstéandig und gut wasserldslich ist. Interessan-
terweise hat sich gezeigt, dass derartige wassrige oder wassrig/alkoholische
Hagebuttenextrakte, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung auBerst wirk-
sam sind, haufig keine nachweisbaren Mengen des Galaktolipids GOPO ent-
halten, welches flur die entzindungshemmende Wirkung bekannter Hagebut-
tenpraparate verantwortlich gemacht wird. Dies deutet darauf hin, dass der
gefundene synergetische Effekt, d.h. die Steigerung der Wirkung des Kollagen-
hydrolysats auf die Biosynthese von Matrixkomponenten, auf andere, bisher
nicht identifizierte Bestandteile bzw. Inhaltsstoffe der Hagebutte zurickzuflh-

ren ist.

Der Hagebuttenextrakt kann vor der Verwendung in der erfindungsgemafen
Zusammensetzung verschiedenen Nachbehandlungen unterzogen werden.
Eine solche Nachbehandlung umfasst bevorzugt eine Enzymbehandlung
und/oder eine Membranfiltration. Durch diese Verfahren kdnnen unerwinschte
Bestandteile des Extraktes abgebaut bzw. entfernt werden, wodurch die Wirk-

samkeit des Extrakts unter Umstanden erhoht werden kann.

Die Enzymbehandlung umfasst vorzugsweise eine Behandlung des Hagebut-
tenextrakts mit einem oder mehreren Enzymen, die ausgewahlt sind aus Gly-
kosidasen, Cellulasen und Pektinasen. Solche Enzymmischungen werden unter
anderem auch zur Klarung von Wein eingesetzt und sind z.B. unter dem Mar-

kennamen Ultrazym® erhaltlich.

Die Membranfiltration umfasst bevorzugt eine Filtration des Hagebuttenex-
trakts bei einer Ausschlussgrof3e von ca. 1 kDa bis ca. 500 kDa, insbesondere
von ca. 10 kDa bis ca. 300 kDa. Hierbei werden Stoffe mit einem Molekularge-
wicht oberhalb der jeweiligen AusschlussgroBe abgetrennt und das Permeat

fur die erfindungsgemaBe Zusammensetzung weiterverwendet.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Arzneimittel oder Nah-
rungserganzungsmittel, welches die vorstehend beschriebene Zusammenset-

zung, umfassend Kollagenhydrolysat und Hagebuttenpulver oder -extrakt, um-
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fasst. Insbesondere betrifft die Erfindung ein solches Arzneimittel oder Nah-
rungserganzungsmittel zur Behandlung oder Vorbeugung von degenerativen

Gelenkerkrankungen.

Da die wesentlichen Bestandteile der erfindungsgemalBen Zusammensetzung
tierischen bzw. pflanzlichen Ursprungs sind, ist eine Zulassung als Arzneimittel
nicht erforderlich und die Zusammensetzung kann daher auch als Nahrungser-
ganzungsmittel deklariert und angeboten werden, wie dies im Fall von Kolla-
genhydrolysat seit langerem Ublich ist. Von schadlichen Nebenwirkungen der
erfindungsgemaBen Zusammensetzung ist nach heutigem Kenntnisstand nicht

auszugehen.

Die degenerativen Gelenkerkrankungen, die mit dem erfindungsgemafien Arz-
neimittel oder Nahrungserganzungsmittel behandelt werden kénnen, umfassen
insbesondere Arthrose in allen Erscheinungsformen, und allgemein alle Erkran-
kungen, die mit einer Schadigung bzw. einem Verschlei3 von Knorpelgewebe

einhergehen, insbesondere rheumatoide Arthritis, Erkrankungen des rheumati-

schen Formenkreises, Spondylitis und Fibromyalgie.

Aufgrund seiner Wirkungsweise eignet sich das erfindungsgemaBe Arzneimittel
oder Nahrungserganzungsmittel nicht nur zur Behandlung von akuten Erkran-
kungen, sondern auch zu deren Vorbeugung, insbesondere bei Personen, die
aufgrund einer Stoffwechselstérung oder einer Uberdurchschnittlichen Belas-
tung der Gelenke (z.B. Sportler) besonders gefahrdet sind. Unter diesem As-
pekt betrifft die Erfindung auch ein Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmit-
tel der oben beschriebenen Art zur Stimulierung der Bildung von Knorpelgewe-
be.

Das Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel kann in Form einer Losung,
eines Sirups, eines Pulvers oder eines Granulats vorliegen. Bei Verwendung ei-
nes Hagebuttenpulvers in der erfindungsgemaBen Zusammensetzung liegt die-
se insgesamt in fester Form vor, wahrend bei Verwendung eines Hagebutten-

extrakts sowohl eine flussige als auch eine feste Zusammensetzung als Arznei-
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mittel oder Nahrungserganzungsmittel formuliert werden kann. Die genannten
Darreichungsformen ermdglichen eine individuelle Dosierung durch den An-
wender, alternativ kann z.B. auch eine Ldsung vordosiert in Ampullen angebo-

ten werden.

Alternativ kann das Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel auch in fes-
ter, vordosierter Form vorliegen, also insbesondere in Form von Tabletten,
Filmtabletten, Kapseln, Pastillen oder Dragées. Glinstigerweise umfasst eine
Dosis des Arzneimittels oder des Nahrungserganzungsmittels ca. 0,1 g bis ca.
20 g Kollagenhydrolysat, insbesondere ca. 1 g bis 10 g, was einer bevorzugten
Tagesdosis entspricht. Beispielsweise kann eine Dosis 10 g Kollagenhydrolysat
umfassen und dementsprechend von ca. 0,1 g bis ca. 5 g Hagebuttenpulver

und/oder -extrakt.

Diese und weitere Vorteile der Erfindung werden anhand der folgenden Bei-

spiele unter Bezugnahme auf die Figuren naher erlautert. Es zeigen im Einzel-

nen:

Figur 1: Diagramm zur Biosynthese von Kollagen (Hagebuttenextrakt);

Figur 2: Diagramm zur Biosynthese von Proteoglykanen (Hagebuttenex-
trakt);

Figur 3: Diagramm zur Expression von Kollagen-RNA (Hagebuttenextrakt);

Figur 4: Diagramm zur Expression von Aggrecan-RNA (Hagebuttenex-
trakt);

Figur 5: Diagramm zur Biosynthese von Kollagen (Hagebuttenextrakt);

Figur 6: Diagramm zur Biosynthese von Proteoglykanen (Hagebuttenex-

trakt);
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Figur 7: Diagramm zur Biosynthese von Kollagen (Hagebuttenpulver);
Figur 8: Diagramm zur Biosynthese von Proteoglykanen (Hagebuttenpul-
ver);
Figur 9: Diagramm zur Expression von Kollagen-RNA (Hagebuttenpulver);
Figur 10: Diagramm zur Expression von Aggrecan-RNA (Hagebuttenpulver);
Figur 11: Diagramm zur Biosynthese von Kollagen (Hagebuttenpulver); und

Figur 12: Diagramm zur Biosynthese von Proteoglykanen (Hagebuttenpul-

ver).

Die synergetische Wirkung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung auf die
Biosynthese der wesentlichen Matrixkomponenten des Knorpelgewebes wurde
anhand eines in vitro-Modells mit porcinen und humanen Chondrozyten nach-

gewiesen.

Kollagenhydrolysat

Das fur die Versuche verwendete Kollagenhydrolysat weist ein mittleres Mole-
kulargewicht von ca. 3 kDa auf und wird durch Hydrolyse von tierischem Kol-
legen des Typs I mit Hilfe von bakteriellen Proteasen hergestellt. Dieses Kolla-
genhydrolysat wird von der Anmelderin unter dem Namen Fortigel® als Nah-
rungserganzungsmittel zur Stimulierung der Bildung von Knorpelgewebe ver-

trieben.

Hagebuttenextrakt

Es wurde ein wassriger Extrakt aus Hagebuttenschalen (Fructus cynosbati) der
Hundsrose verwendet. Ein solcher Hagebuttenextrakt kann hergestellt werden,

indem z.B. 1 kg Hagebuttenschalen zweimal mit je 6 | Wasser bei 50 °C fir ei-
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ne Dauer von 6 h extrahiert werden. Nach dem Absetzenlassen werden die Ex-
traktldsungen vereinigt und klarfiltriert. Nach dem Einrotieren des Extraktions-
mittels kann der Extrakt bei 50 °C im Vakuum getrocknet werden.

Die Trockenmasse des auf diese Weise erhaltenen Hagebuttenextrakts ent-
spricht einer Ausbeute im Bereich von ca. 35 bis 45%. Der Extrakt enthalt kei-

ne nachweisbaren Mengen des Galaktolipids GOPO.

Hagebuttenpulver

Es wurde ein nach einem standardisierten Verfahren hergestelltes Hagebut-
tenpulver verwendet, das unter dem Namen LITOZIN® von der Queisser
Pharma GmbH & Co. KG (Flensburg) vertrieben wird. Dieses Hagebuttenpulver

enthalt relativ groBBe Mengen des Galaktolipids GOPO.

Kultivierung von Chondrocyten in vitro

Fur die Zellkulturen wurden porcine bzw. humane Chondrocyten auf bekannte
Weise aus Knorpelgewebe isoliert und mit einer Dichte von ca. 350.000 Zel-
len/cm? auf Kulturplatten ausgesét. Als Kulturmedium wurde Ham's F12-Medi-
um mit 10% fétalem Kalberserum, 10 pg/ml Gentamycin und 5 pg/ml Ampho-
tericin B verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C in einer sauerstoffre-
duzierten Atmosphare (5% O;, 5% CO; und 90% N).

Je nach Ansatz (siehe unten) wurden dem Kulturmedium Kollagenhydrolysat

und/oder Hagebuttenextrakt zugesetzt.

Bestimmung der Kollagen-Biosynthese

Die Quantifizierung des von den Chondrocyten synthetisierten Kollagens (im
Wesentlichen Typ 1I) erfolgt durch radioaktive Markierung mit **C-Prolin, wel-
ches in das Kollagen eingebaut wird.
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Dem Kulturmedium wird zunéchst radioaktives **C-Prolin zugesetzt und die
Chondrocyten werden unter diesen Bedingungen bis zum Zeitpunkt der Be-
stimmung kultiviert. Um bei der Detektion das eingebaute von nicht eingebau-
tem *C-Prolin unterscheiden zu kénnen, wird das isotopenhaltige Kulturmedi-
um dann fur einen Zeitraum von 3 Tagen durch reines Kulturmedium ersetzt.
AnschlieBend wird das Kulturmedium verworfen und der adharente Zellrasen
wird mit destilliertem Wasser versetzt, um durch osmotischen Stress die Zell-
membranen zu zerstdren und cytosolisches, nicht gebundenes *C-Prolin frei-
zusetzen. Durch Zentrifugation werden die Zelltrimmer mit der synthetisierten
extrazellularen Matrix pelletiert. Das Pellet wird in frischem destillierten Was-
ser resuspendiert und mit einem Xylen-Scintillations-Cocktail versetzt. Durch
Detektion des *C-Prolins mit einem Betacounter kann dann die Menge des

synthetisierten Kollagens quantifiziert werden.

Bestimmung der Proteoglykan-Biosynthese

Die Quantifizierung der von den Chondrocyten synthetisierten Proteoglykane
erfolgt durch eine Alcianblau-Farbung und photometrische Bestimmung der

Glykosaminoglykane (GAG), welche Bestandteile der Proteoglykane sind.

Um den Gehalt an GAG in der Zellkultur zu bestimmen, wird zunachst das Kul-
turmedium verworfen und der adharente Zellrasen wird mit PBS-Puffer (pH 7)
gespult. AnschlieBend werden die Zellen bei 4 °C fur 2 Stunden in einer
10%igen Formaldehydlésung in PBS fixiert. Nach Entfernen des Formaldehyds
wird das Alcianblau-Farbereagenz (5% Alcianblau in 3%iger Essigsaure) auf
den Zellrasen gegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundenes
Alcianblau wird verworfen und durch drei- bis viermaliges vorsichtiges Spulen
mit PBS ausgewaschen. Durch Zugabe von saurer Guanidinlésung (8 mol/I)
werden die GAG-Komplexe aus dem Zellrasen herausgeldst. Die Menge an Gly-
kosaminoglykanen kann dann photometrisch bei einer Wellenlange von

620 nm quantifiziert werden.

Bestimmung der RNA-Expression von Kollagen und Aggrecan
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Als mittelbarer Indikator flr die Biosynthese von Kollagen und Proteoglykanen
dient auch die Menge der exprimierten RNA, die fur Kollagen vom Typ II bzw.
fir Aggrecan, einem wichtigen Proteoglykan, kodiert. Die Bestimmung erfolgt
semiquantitativ in Relation zur RNA von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase (GAPDH).

Zunachst wird das Kulturmedium entfernt und durch Zugabe von Trizol® der
Zellrasen aufgeldst. Die RNA wird in bekannter Weise mit Chloroform und
Isopropanol isoliert. Die Menge an isolierter RNA wird bei 260 nm photome-
trisch bestimmt und 1 ug RNA werden anschlieBend durch reverse Transkrip-
tion in cDNA umgeschrieben. Die spezifischen Sequenzen werden jeweils mit

folgenden Primerpaaren (fur porcine Chondrozyten) amplifiziert:

Kollagen Typ II:
5'-CCACTGCTCTCTGCCATACA-3" (SEQ ID No. 1)
5'-GTCCAGGTAGGCAATGCTGT-3" (SEQ ID No. 2)

Aggrecan:
5'-GGAGAAGAGATGCCAACAGC-3' (SEQ ID No. 3)
5'-ATGCTGCTCAGGTGTGACTG-3' (SEQ ID No. 4)

GAPDH:
5'-GGGCATGAACCATGAGAAGT-3" (SEQ ID No. 5)
5'-AAGCAGGGATGATGTTCTGG-3' (SEQ ID No. 6)

Die Amplifikation wird je Probe mit 1 ul cDNA, 19,65 pl dest. Wasser, 3 pl
10fach Gold-Puffer, 2,4 yl 25 mM MgCl,, 0,6 mM dNTP, je 0,6 ul der spezifi-
schen Primer und 0,15 pyl AmpliTag®-Polymerase durchgefiihrt. Das Thermo-
cycler-Programm umfasst eine Initialisierung bei 95 °C flir 10 min, eine De-
naturierung bei 94 °C flir 1 min, die Anlagerung der Primer bei 69 °C (Aggre-
can), 64 °C (Typ II Kollagen) bzw. 58 °C (GAPDH) fur 30 s und eine Elonga-
tion bei 72 °C fur 30 s. Es werden jeweils 35 Zyklen durchgeflihrt, bevor die
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Polymerase bei 70 °C flir 10 min inaktiviert wird. Die cDNA-Produkte werden
dann auf einem 5%igen Agarose-Ethidiumbromid-Gel elektrophoretisch aufge-
trennt und ihre Menge densitometrisch mit einem bildgebenden Verfahren er-
mittelt. Die Expression der Kollagen- und Aggrecan-RNA wird in Relation zur
GAPDH-RNA semiquantitativ ausgewertet.

Ergebnisse mit Hagebuttenextrakt

Die Biosynthese von Kollagen und von Proteoglykanen sowie die Expression
von Kollagen-RNA und Aggrecan-RNA wurden flr folgende Ansatze von Zell-

kulturen bestimmt und jeweils miteinander verglichen:

Ansatz A: Kontrolle (Kulturmedium ohne Kollagenhydrolysat oder Hagebut-
tenextrakt)

Ansatz B: Kulturmedium mit 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat

Ansatz C: Kulturmedium mit 0,035 mg/ml Hagebuttenextrakt (Trockensub-
stanz)

Ansatz D: Kulturmedium mit 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,035 mg/ml

Hagebuttenextrakt (Trockensubstanz)

Fur die Bestimmung der Biosynthese von Kollagen und Proteoglykanen wurden
die Zellen jeweils 3 Tage unter den entsprechenden Bedingungen kultiviert, flr
die Bestimmung der RNA-Expression jeweils 1 Tag. Es wurden jeweils ver-

gleichbare Resultate mit porcinen bzw. humanen Chondrozyten erhalten.

In der Figur 1 sind die Ergebnisse flur die Biosynthese von Kollagen graphisch
dargestellt, und zwar fur die Ansatze B, C und D jeweils in Relation zum An-
satz A (Kontrolle = 1). Die Ergebnisse stellen die Mittelwerte aus jeweils min-
destens sieben unabhangigen Bestimmungen dar.

Wahrend die Biosynthese von Kollagen durch die Zugabe von Kollagenhydroly-
sat um ca. 20% gesteigert wird, fuhrt die Zugabe von Hagebuttenextrakt al-

lein zu keinem relevanten Effekt. Bei gleichzeitiger Zugabe von Kollagenhydro-
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lysat und Hagebuttenextrakt (in einem Gewichtsverhaltnis von ca. 14:1) wird
jedoch eine Steigerung der Kollagenbiosynthese um ca. 50% gegenuber der
Kontrolle beobachtet. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass der Hagebuttenex-
trakt in Form eines synergetischen Effekts die stimulierende Wirkung des Kol-
lagenhydrolysats auf die Kollagenbiosynthese verstarkt.

In der Figur 2 sind die entsprechenden Werte fur die Biosynthese von Proteo-
glykanen dargestellt, wobei es sich um die Mittelwerte aus jeweils mindestens
sechs unabhangigen Bestimmungen handelt. Wahrend hier beim Ansatz C (Ha-
gebuttenextrakt allein) sogar eine etwas geringere Proteoglykanbiosynthese
als bei der Kontrolle beobachtet wird, sind die Steigerungsraten bei den Ansat-
zen B (Kollagenhydrolysat) und D (Kollagenhydrolysat mit Hagebuttenextrakt)

vergleichbar mit denjenigen der Kollagenbiosynthese.

Auch auf der Ebene der Expression von RNA konnte diese Wirkung bestatigt
werden. Die Figur 3 zeigt die Ergebnisse flr die Expression von Kollagen-RNA
(Mittelwerte aus jeweils 16 Bestimmungen) und die Figur 4 zeigt die Ergebnis-
se flr die Expression von Aggrecan-RNA (Mittelwerte aus jeweils zehn Bestim-
mungen). In beiden Fallen stieg die RNA-Menge durch die Zugabe von Kolla-
genhydrolysat um ca. 20 % gegenuber der Kontrolle, und durch die Zugabe
von Kollagenhydrolysat und Hagebuttenextrakt im Gewichtsverhaltnis von

ca. 14:1 um ca. 40 %.

Weitere Versuche wurden durchgefuhrt, um den Einfluss der Menge des einge-
setzten Hagebuttenextraktes zu bestimmen. Hierzu wurden folgende Ansatze

von Zellkulturen miteinander verglichen:

Ansatz E: Kontrolle (ohne Kollagenhydrolysat oder Hagebuttenextrakt)

Ansatz F: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat

Ansatz G: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,0035 mg/ml Hagebuttenex-
trakt

Ansatz H: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,035 mg/ml| Hagebuttenextrakt

Ansatz I: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,35 mg/ml Hagebuttenextrakt
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Die Figur 5 zeigt die Ergebnisse in Bezug auf die Biosynthese von Kollagen und
die Figur 6 in Bezug auf die Biosynthese von Proteoglykanen (Mittelwerte aus
jeweils mindestens sechs unabhangigen Bestimmungen). In beiden Fallen
zeigt sich bei dem Ansatz G (Gewichtsverhaltnis von Kollagenhydrolysat zu
Hagebuttenextrakt von ca. 140:1) lediglich derselbe stimulierende Effekt von
ca. 20% wie bei dem Ansatz F (nur Kollagenhydrolysat). Der Ansatz H (Ge-
wichtsverhaltnis ca. 14:1) zeigt die dem obigen Ansatz D entsprechenden Stei-
gerungen von ca. 50% bzw. ca. 40%. Wird die Menge an Hagebuttenextrakt
nochmals verzehnfacht (Ansatz I, Gewichtsverhaltnis ca. 1,4:1), so ergibt sich
bei der Kollagenbiosynthese (Figur 5) nur noch eine unterproportionale Steige-
rung auf knapp 60% gegenlber der Kontrolle, bei der Proteoglykanbiosynthe-

se ist das Ergebnis sogar schlechter als bei dem Ansatz H.

Ergebnisse mit Hagebuttenpulver

Die Biosynthese von Kollagen und von Proteoglykanen sowie die Expression
von Kollagen-RNA und Aggrecan-RNA wurden fur folgende Ansatze von Zell-

kulturen bestimmt und jeweils miteinander verglichen:

Ansatz K:  Kontrolle (Kulturmedium ohne Kollagenhydrolysat oder Hagebut-
tenpulver

Ansatz L: Kulturmedium mit 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat

Ansatz M:  Kulturmedium mit 0,05 mg/ml Hagebuttenpulver

Ansatz N:  Kulturmedium mit 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,5 mg/ml

Hagebuttenpulver

Die Kultivierung der Zellen und die anschlieBende Bestimmung der Biosyn-
these von Kollagen und Proteoglykanen sowie der RNA-Expression erfolgten

jeweils wie bei der Verwendung von Hagebuttenextrakt (siehe oben).

Auch die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse fur porine Chondrozyten sind

im Wesentlichen mit denjenigen vergleichbar, die bei Verwendung von Hage-
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buttenextrakt beobachtet wurden. Mit humanen Chondrocyten wurden ahnli-

che Ergebnisse erzielt.

In der Figur 7 sind die Ergebnisse flr die Biosynthese von Kollagen dargestellt,
und zwar fur die Ansatze L, M und N jeweils in Relation zum Ansatz K (Kon-
trolle = 1). Die Ergebnisse stellen die Mittelwerte aus jeweils mindestens sie-
ben unabhangigen Bestimmungen dar. Die Biosynthese von Kollagen wird
durch die Zugabe von Kollagenhydrolysat um ca. 25% gesteigert, durch die
Zugabe von Hagebuttenpulver lediglich um ca. 5%. Bei gleichzeitiger Zugabe
von Kollagenhydrolysat und Hagebuttenpulver (in einem Gewichtsverhaltnis
von 10:1) wird jedoch eine Steigerung um ca. 50% beobachtet.

Bei den in der Figur 8 dargestellten Werten fur die Biosynthese von Proteogly-
kanen zeigt sich das Vorliegen eines synergetischen Effektes noch deutlicher.
Der Zusatz von Hagebuttenpulver allein (Ansatz M) fuhrt zu einer etwas gerin-
geren Proteoglykan-Biosynthese als bei der Kontrolle (Ansatz K), wahrend
durch die Kombination von Hagebuttenpulver mit Kollagenhydrolysat (Ansatz
N) eine etwa zweieinhalb Mal so hohe Steigerung als durch Kollagenhydrolysat

allein (Ansatz L) erreicht wird.

Die Expression von Kollagen-RNA (Figur 9) und Aggrecan-RNA (Figur 10) zeigt
ein ahnliches Bild. Die Steigerung der Expression gegenuber der Kontrolle ist
bei dem Ansatz N etwa drei Mal so hoch (Kollagen-RNA) bzw. etwa doppelt so
hoch (Aggrecan-RNA) wie bei dem Ansatz L.

Um den Einfluss der Menge des eingesetzten Hagebuttenpulvers zu bestim-
men, wurde eine Versuchsreihe mit folgenden Ansatzen von Zellkulturen

durchgefuhrt:

Ansatz O: Kontrolle (ohne Kollagenhydrolysat oder Hagebuttenpulver)
Ansatz P: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat
Ansatz Q: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,005 mg/ml Hagebuttenpul-

ver
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Ansatz R: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,05 mg/ml| Hagebuttenpulver
Ansatz S: 0,5 mg/ml Kollagenhydrolysat und 0,5 mg/ml Hagebuttenpulver

Die Figur 11 zeigt die Ergebnisse in Bezug auf die Biosynthese von Kollagen
und die Figur 12 in Bezug auf die Biosynthese von Proteoglykanen. Bei dem
Ansatz Q (Gewichtsverhaltnis von Kollagenhydrolysat zu Hagebuttenpulver von
100:1) zeigt sich ein nur geringflgig hoherer bzw. niedrigerer Effekt als bei
dem Ansatz P (nur Kollagenhydrolysat), d.h. eine Steigerung der Biosynthese
im Bereich von ca. 20%. Bei dem Ansatz R (Gewichtsverhaltnis von 10:1) wird
wiederum jeweils eine signifikante Steigerung der Biosynthese um ca. 50%
beobachtet, entsprechend dem obigen Ansatz N. Eine weitere Erhéhung des
Anteils an Hagebuttenpulver auf ein Gewichtsverhaltnis von 1:1 (Ansatz S)
fuhrt sowohl bei der Kollagen-Biosynthese als auch bei der Proteoglykan-Bio-
synthese zu einer etwas geringeren Steigerung als bei dem Ansatz R.

Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse belegen, dass durch die Zugabe von
Hagebuttenextrakt oder Hagebuttenpulver die stimulierende Wirkung von Kol-
lagenhydrolysat auf die Biosynthese der Hauptbestandteile der extrazelluldren
Matrix des Knorpelgewebes signifikant verstarkt werden kann. Eine Zusam-
mensetzung, die Kollagenhydrolysat und Hagebuttenpulver und/oder —extrakt
im Gewichtsverhaltnis von ca. 2:1 bis ca. 100:1 enthalt, kann daher als wir-
kungsvolles Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel zur Behandlung oder
Vorbeugung von degenerativen Gelenkerkrankungen eingesetzt werden.
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Patentanspriiche

1. Zusammensetzung, umfassend Kollagenhydrolysat und Hagebuttenpul-
ver und/oder -extrakt, wobei das Gewichtsverhaltnis von Kollagenhydro-
lysat zu Hagebuttenpulver und/oder —extrakt, jeweils bezogen auf die

Trockenmasse, im Bereich von ca. 2:1 bis ca. 100:1 liegt.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das Gewichtsverhaltnis von
Kollagenhydrolysat zu Hagebuttenpulver und/oder -extrakt, jeweils be-

zogen auf die Trockenmasse, im Bereich von ca. 5:1 bis ca. 50:1 liegt.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2, wobei das Gewichtsverhaltnis von
Kollagenhydrolysat zu Hagebuttenpulver und/oder -extrakt, jeweils be-
zogen auf die Trockenmasse, im Bereich von ca. 10:1 bis ca. 20:1 liegt.

4, Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
das Kollagenhydrolysat durch enzymatische Hydrolyse von Kollagen des
Typs I und/oder des Typs 11 gewonnen ist.

5. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
das Kollagenhydrolysat ein mittleres Molekulargewicht von ca. 0,3 kDa

bis ca. 30 kDa aufweist, insbesondere von ca. 2 kDa bis ca. 10 kDa.

6. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspriche, umfas-
send ein Hagebuttenpulver aus Fructus cynosbati und/oder Semen cy-

nosbati.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 6, wobei das Hagebuttenpulver durch
Trocknen und Mahlen von Fructus cynosbati gewonnen ist.

8. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 5, umfassend einen

Hagebuttenextrakt aus Fructus cynosbati und/oder Semen cynosbati.
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Zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei der Hagebuttenextrakt
durch Extraktion von Fructus cynosbati mit einem wassrigen Extrakti-

onsmittel, welches bis zu 50 Vol.% Ethanol enthalt, gewonnen ist.

Zusammensetzung nach Anspruch 9, wobei der Hagebuttenextrakt
durch anschlieBende Enzymbehandlung und/oder Membranfiltration ge-

wonnen ist.

Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei die Enzymbehandlung eine
Behandlung des Hagebuttenextrakts mit einem oder mehreren Enzymen
umfasst, die ausgewahlt sind aus Glykosidasen, Cellulasen und Pektina-

sen.

Zusammensetzung nach Anspruch 10 oder 11, wobei die Membranfiltra-
tion eine Filtration des Hagebuttenextrakts bei einer Ausschlussgrof3e
von ca. 1 kDa bis ca. 500 kDa, insbesondere von ca. 10 kDa bis ca.

300 kDa, umfasst.

Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel, umfassend eine Zusam-

mensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche.

Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel nach Anspruch 13 zur Be-
handlung oder Vorbeugung von degenerativen Gelenkerkrankungen.

Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel nach Anspruch 14, wobei
die Gelenkerkrankung ausgewahlt ist aus Arthrose, rheumatoider Arth-
ritis, Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, Spondylitis und

Fibromyalgie.

Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittels nach einem der Anspru-

che 13 bis 15 zur Stimulierung der Bildung von Knorpelgewebe.
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17. Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel nach einem der Anspriche
13 bis 16 in Form einer Losung, eines Sirups, eines Pulvers oder eines
Granulats.

18. Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel nach einem der Anspriche
13 bis 16 in Form von Tabletten, Filmtabletten, Kapseln, Pastillen oder
Dragées.

19. Arzneimittel oder Nahrungserganzungsmittel nach Anspruch 17 oder 18,
wobei eine Dosis des Arzneimittels oder des Nahrungserganzungsmittels
ca. 0,1 g bis ca. 20 g Kollagenhydrolysat umfasst, insbesondere ca. 1 g
bis ca. 10 g.



