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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
die Verwendung von Flavonoidverbindungen, insbeson-
dere von Quecetin-3-O-B-D-Glucuronid und Kampfe-
rol-3-O-B-D-Glucuronid und deren Glucosiden, zur Vor-
beugung von Erkrankungen des Herzens. Als besonders
vorteilhafte Quelle fur die betreffenden Flavonoidverbin-
dungen hat sich Extrakt von rotem Weinlaub erwiesen.
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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver-
wendung von Flavonoidverbindungen, insbesondere
von Flavonolglucosiden und Flavonolglucuroniden,
speziell von Quercetin-3-O-3-D-Glucosid, Kampfe-
rol-3-O-B-D-Glucosid sowie der entsprechenden Glu-
curonide, Quercetin-3-0O--D-Glucuronid und Kamp-
ferol-3-O-3-D-Glucuronid, zur Vorbeugung von Er-
krankungen des Herzens und des Blutkreislaufsys-
tems. Als besonders vorteilhafte Quelle fiir die betref-
fenden Flavonolverbindungen haben sich bestimmte
Gemduseextrakte, z. B. aus Endivie, Sellerie oder Ex-
trakt von rotem Weinlaub erwiesen.

Erfindungshintergrund

[0002] Ischamisch bedingte Organfunktionsstérun-
gen stellen nach wie vor die Haupttodesursache in al-
len industrialisierten Landern dar, an erster Stelle
Herzinfarkte und immer haufiger auch septisch be-
dingte Perfusionsstérungen. In den letzten 10-15
Jahren wurde wiederholt der vorteilhafte Effekt eines
umfangreichen Verzehrs von Obst und Gemise auf
die Herzgesundheit und speziell das Herzinfarktrisiko
im Rahmen von epidemiologischen Studien belegt
(Yusuf et al., Lancet 2004; 364 (9438): 937-952;
Knekt et al., BMJ 1996; 312: 478-481; Feng et al.,
Lancet 2006; 367: 320-326). Ein aktueller Cochrane
Review umfassend 23 Studien kam zu dem Schluf3,
dafR die Einnahme von Gemduse die Herzgesundheit
positiv beeinflult. Alleiniger Verzehr von Obst schien
andererseits keinen signifikanten Effekt auf die Herz-
gesundheit zu haben (Brunnet et al., Cochrane Data-
base of Systematic Reviews 2005, Issue 4. Art. No.:
CD002128).

[0003] Ublicherweise wird in betreffenden Studien
die Art des verabreichten Obstes oder Gemuses
nicht erwahnt. Daher erscheint es schwierig, Kriterien
festzulegen, die einen positiven Effekt der Ernahrung
auf die Herzgesundheit gewahrleisten. So wurden
Polyphenole als wichtiger Faktor vorgeschlagen. Je-
doch umfalt die Klasse der Polyphenole eine um-
fangreiche Palette an Untergruppen, wie z. B. Cate-
chine, Flavonoide, Procyanidine oder Isoflavone. Al-
len diesen Untergruppen wurden aufgrund von in vit-
ro Studien mannigfaltige, zell- bzw. organprotektive
Wirkungen zugeschrieben. Dabei wird entsprechen-
des Pflanzenmaterial, das reich an Polyphenolen ist
und aus der Pflanze extrahiert wurde, in direkten
Kontakt mit Zell- oder Organsystemen gebracht. Je-
doch kommen in vivo die Zielorgane nicht auf die glei-
che Weise mit den Substanzen in Kontakt. Zum einen
werden eine Vielzahl von Polyphenolen praktisch
nichtim Verdauungstrakt absorbiert. Weiterhin durch-
laufen die absorbierten Substanzen eine Verstoff-
wechslung (Manach et al. Am J Clin Nutr 2005; 81 (1
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Suppl): 230S-242S). Daher ist aus in vitro Studien
weder klar, ob wirklich eine ausreichend hohe Kon-
zentration eines Stoffes den Blutkreislauf erreicht,
noch, ob der im Blutkreislauf dann befindliche Stoff
noch physiologisch relevant ist (Manach et al. Am J
Clin Nutr 2005; 81 (1 Suppl): 230S-242S; Kroon et al.
Am J Clin Nutr 2004; 80: 15-21).

[0004] Quercetin ist eines der am meisten unter-
suchten Flavonole, sowohl in vitro als auch nach pa-
renteraler Verabreichung an Tiere (Formica et al., Fd
Chem. Toxic 1995; 12: 1061-1080). Jedoch wird
Quercetin nur in geringem Umfang absorbiert (Ma-
nach et al. Am J Clin Nutr 2005; 81 (1 Suppl):
230S-242S). Quercetin kommt in der Natur in Form
von Glycosiden und Glucuroniden vor (McAnlis et al.,
Eur J Clin Nutr 1999; 53 (2): 92-96; Graefe et al.,
Journal of Clinical Pharmacology 2001; 41 (5):
492-499). Es wurde gefunden, dal die entsprechen-
den Flavonolglucoside in gewissem Umfang absor-
biert werden und im Plasma in Form der jeweiligen
Glucuronide vorkommen. Uber die in vivo Effekte die-
ser Verbindungen ist nur wenig bekannt. Insbesonde-
re liegen bisher keine Studien vor Uber eine
Schutzwirkung von Flavonolglucuroniden auf das
menschliche Herz. Es wurde bezweifelt, dal® Querce-
tinglucuronid einen Effekt auf die LDL Oxidation ha-
ben kénnten, die ein wichtiger Mechanismus im Rah-
men des Herzversagens ist (McAnlis et al., Eur J Clin
Nutr 1999; 53 (2): 92-96).

Zusammenfassung der Erfindung

[0005] Es wurde nun gefunden, dal® Flavonoide,
speziell Flavonolglucuronide, inbesondere Querce-
tin-3-0-B-D-glucuronid und Kampferol-3-0-3-D-glucu-
ronid, eine das Herz schitzende Wirkung haben.
Speziell die Wahrscheinlichkeit von Herzinfarkten
und Herzversagen kann durch Gaben dieser Sub-
stanzen verringert werden.

[0006] Flavonolglucuronide werden im gastrointesti-
nalen Trakt nur schlecht absorbiert. Daher kommen
bei bisherigen medizinischen Anwendungen (z. B.
bei der Therapie der CVI) ihre entsprechenden Glu-
coside als Prodrugs zur Anwendung. Extrakt aus ro-
tem Weinlaub ist besonders reich an Quercetingluco-
sid und Kampferol Glucosid. Es sind menschliche Ki-
netikdaten verfiigbar, die belegen, daf} beide Verbin-
dungen nach oraler Aufnahme und Resorption durch
den Darm im Plasma praktisch vollstandig in Form ih-
rer jeweiligen Glucuronide vorliegen. Uber orale Zu-
fuhr werden Plasmakonzentrationen erreicht, die flur
einen prophylaktischen Schutz vor Herz- und Kreis-
lauferkrankungen als ausreichend erachtet werden.
Im Falle akuter ischamischer oder entzindlich be-
dingter und lebensbedrohlicher Organfunktionssto-
rungen, sollten die rein dargestellten Wirkstoffe bes-
ser nicht oral, sondern intravasal, am besten intraar-
teriell appliziert werden.
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[0007] Zur Verbesserung bzw. Vermeidung ischami-
scher oder entziindlicher Prozesse bzw. Zustande
umfal3t die vorliegende Erfindung daher auch eine in-
traarterielle Applikation und Verwendung von rein
hergestelltem Quercetin-3-0O-3-D-Glucuronid
und/oder Kampferol-3-O-B-D-Glucuronid zur zur Ver-
minderung des Risikos funktioneller Organausfalle,
wobei sich letztere unter analogen Bedingungen an
allen Organen und nicht alleine am Herzen einstellen
kénnen. Weiterhin wird auch die Verwendung von
Quercetinglucosid und/oder Kampferolglucosid allein
oder als Extrakt aus rotem Weinlaub, der eine hohe
Konzentration beider Verbindungen aufweist, als
Prodrug flr die perorale Verabreichung beansprucht.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0008] ,Flavonolverbindungen” im Sinne der vorlie-
genden Erfindung sind Substanzen mit einer 3-Hy-
droxyflavonstruktur, insbesondere solche mit freien
Hydroxylgruppen. Bevorzugte Flavonole sind Ab-
kdmmlinge des Quercetins und des Kédmpferols. Be-
sonders bevorzugte Flavonolverbindungen im Rah-
men der vorliegenden Erfindung sind Quercetinglu-
curonid und Kampferolglucuronid, insbesondere
Quercetin-3-O-3-D-Glucuronid und Kéampfe-
rol-3-O-B-D-Glucuronid.

[0009] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind
verschiedene Applikationswege mdglich. Zum einen
kénnen Flavonoidverbindungen, bevorzugt Querce-
tin-3-O-B-D-Glucuronid und Kéampferol-3-O-3-D-Glu-
curonid, intravaskular, auch intraarteriell verabreicht
werden. Damit wéare auch die Problematik der gerin-
gen Absorption durch den Verdauungstrakt umgan-
gen.

[0010] Allerdings eignet sich eine solche intravasale
Applikation nur bedingt fur routinemaRige Vorbeuge-
mafnahmen.

[0011] Alternativ kdnnen die Flavonolverbindungen
auch peroral verabreicht werden. Zu diesem Zweck
bieten sich neben die entsprechenden reinen Gluco-
siden, die dann als ,Prodrugs” wie eingangs be-
schrieben zu den entsprechenden Glucuroniden ver-
stoffwechselt werden, vor allem Pflanzenextrakte an,
die reich an Flavonoiden sind. Besonders vorteilhaft
sind in diesem Zusammenhang Extrakte aus rotem
Weinlaub, die einen hohen Gehalt an Flavonoiden
aufweisen. Besonders bevorzugt ist hierbei der in EP
1225 810 beschriebene Extrakt aus rotem Weinlaub,
der sowohl als walriger Extrakt als auch als Trocke-
nextrakt vorliegen kann. Dieser Extrakt ist besonders
reich an Quecetin-3-O-3-D-Glucosid und Kampfe-
rol-3-O-B-D-Glucosid und kann sowohl als Tropfen
oder als Kapsel oder Tablette verabreicht werden.
Der in EP 1 225 810 genannte Extrakt enthalt 2 bis
20% Flavonoide, wobei der walrige Extrakt von roten
Weinblattern erhaltlich ist durch ein Verfahren, wel-
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ches die folgenden Schritte umfasst:
(@) Sammeln von roten Weinblattern zu einem
Zeitpunkt, an dem der Flavonoidgehalt ein Opti-
mum erreicht;
(b) Trocknen und Zerkleinern der Blatter;
(c) Schneiden der Blatter in Stlcke;
(d) Extrahieren der Blatter mit Wasser bei Tempe-
raturen von 60 bis 80°C flr 6 bis 10 Stunden durch
vollstandige Perkolation;
(e) gegebenenfalls Konzentrieren des erhaltenen
Extrakts.

[0012] Ein so erhaltener Extrakt wird unter der Be-
zeichnung AS195 von Boehringer Ingelheim ver-
marktet.

[0013] Dieser Extrakt eignet sich fir orale Verabrei-
chung insbesondere in einer festen Dosierungsform,
d. h. einer Kapsel oder Tablette, die zu 20 bis 60%
aus einem walrigen Extrakt aus roten Weinblattern
mit einem hohen Gehalt an Flavonoiden von 2-15%
besteht. Eine weitere bevorzugte Dosierungsform
besteht aus Tropfen mit einem Gehalt an 3 bis 90%
des Extrakts. Zu weiteren geeigneten Verabrei-
chungsformen kénnen beschichtete Tabletten, Sirups
oder dgl. gehoren. Der Extrakt ist durch einen hohen
Gehalt an 2 bis 20% und vorzugsweise 2 bis 10% an
biologisch aktiven Flavonoiden gekennzeichnet.

[0014] Tragerstoffe oder Excipienten kdbnnen wah-
rend der Trocknung zugesetzt werden, um die weite-
re Verarbeitung des Extrakts zu erleichtern. Bei der-
artigen Tragerstoffen oder Excipienten kann es sich
um Siliciumdioxid, Maltodextrin, Glucosesirup, Cellu-
lose und dgl. handein.

[0015] Bevorzugte Verabreichungsformen sind Tab-
letten, einschliel3lich beschichtete Tabletten oder
Kapseln. Es kénnen aber auch flissige Praparate,
vorzugsweise Tropfen, gewahlt werden.

[0016] Eine bevorzugte Ausflihrungsvariante fir
eine oral verabreichbares Praparat im Sinne der vor-
liegenden Erfindung ist eine filmbeschichtete Tablet-
te, insbesondere wie in EP 1 581 195 vorgeschlagen.

[0017] Die dort offenbarte Filmtablette enthalt 50 bis
70% eines Trockextraktes aus rotem Weinlaub mit ei-
nem Flavonoidgehalt von 2-15%, der nach dem oben
beschriebenen waflrigen Extraktionsverfahren her-
gestellt wurde.

[0018] Weiterhin enthalt die Filmtablette Hilfsstoffe
im Kern der Tablette. Das Gewichtsverhaltnis von Ex-
trakt zu den Hilfsstoffen betragt von 1:1 zu 2:1, vor-
zugsweise von 1.1:1 zu 1.8:1, vorzugsweise von
1.25:1 zu 1.75:1.

[0019] Eine beispielhafte Filmtablette enthalt
(a) 50 bis 70 Gew.-% Trockextrakt aus rotem
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Weinlaub;
(b) 25 bis 49 Gew.-% Hilfsstoffe, und
(c) 1 bis 5 Gew.-% Filmschicht,

basierend auf der Gesamtmasse der Filmtablette.

[0020] In einer beispielhaften Ausfiihrungsform be-
stehen die Hilfsstoffe (b) aus

— 70 to 85 Gew.-% eines Bindemittels,

- 0,510 12,5 Gew.-% eines Sprengmittels,

- 510 15 Gew.-% eines Flillstoffes, und

— 110 5 Gew.-% eines Flie3- und Schmiermittels

basierend auf der Gesamtmasse der Hilfsstoffe.

[0021] "Bindemittel” bedeutet einen Hilfsstoff, der
Bestandteile untereinander verbindet. Bevorzugte
Bindemittel sind: Cellulosepulver, mikrokristalline
Cellulose, Sorbitol, Starke, Povidon, Copolymere von
Vinylpyrrolidon mit anderen Derivaten (Copovidone),
Cellulose Derivate, insbesondere Methylhydroxypro-
pylcellulose, z. B. Methocel A 15 LV, und Gemische
davon. Die bevorzugten Bindemittel sind Cellulose-
pulver, mikrokristalline Cellulose und/oder Povidon.
Die vorgenannten Bindemittel werden in einem Be-
reich von 15-45 Gew.-%, vorzugsweise 25-40
Gew.-%, vorzugsweise 33 Gew.-%, gemessen am
Gesamtgewicht der Tablette, eingesetzt.

[0022] Die erfindungsgemale Tablette enthalt zu-
satzlich zu den vorgenannten Inhaltsstoffen auch
Sprengmittel. Diese sind vorzugsweise ausgewahlt
aus Natrium Starke Glycolat, Crospovidon, Croscar-
mellose Natriumsalz (Natriumsalz von Cellulose Car-
boxymethylether, vernetzt), Natrium-Carboxymethyl-
cellulose, getrocknete Maisstarke, colloidales was-
serfreies Silica und Gemische davon. Die vorgenann-
ten Sprengmittel werden in einem Bereich von 0.5-10
Gew.-%, vorzugsweise von 1.5-7.5 Gew.-%, gemes-
sen am Gesamtgewicht der Tablette, eingesetzt.

[0023] Die erfindungsgemalfe Tablette umfalt auch
einen Fullstoff, welcher als inertes, anorganisches
Metalloxid oder -phosphat oder -hydrogenphosphat
beschrieben wird. Calciumhydrogenphosphat ist der
bevorzugte Flllstoff. Die vorgenannten Fillstoffe
werden in einem Bereich von 1-10 Gew.-%, vorzugs-
weise von 2-8 Gew.-%, gemessen am Gesamtge-
wicht der Tablette, eingesetzt.

[0024] Die erfindungsgemafle Tablette enthalt zu-
satzlich zu den vorgenannten Inhaltsstoffen auch
FlielBmittel und/oder Schmiermittel. Diese umfassen
Siliziumdioxid, Talkum, Stearinsaure, Natrium Stea-
rylfumarat, Magensium Stearat und Glyceroltribe-
henate. Die vorgenannten Flie® und Schmiermittel
werden in einem Bereich von 0.1-10 Gew.-%, vor-
zugsweise von 0.6 and 1.5 Gew.-%, gemessen am
Gesamtgewicht der Tablette, eingesetzt.
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[0025] Weitere geeignete Quellen fiir Flavonole sind
Gemiseextrakte, z. B. aus Endivie, Sellerie u. &.

[0026] Nachstehend werden experimentelle Unter-
suchungen beschrieben, in denen die Wirkung von
Flavonolen in ischamischen Zustanden betrachtet
wurde.

Praservierungsprotokoll fiir Meerschweinchen-Her-
zen

[0027] Weibliche Meerschweinchen (250-330 g)
wurden als Herzspender eingesetzt. Nach Dekapitie-
rung der Tiere wurden ihre Herzen explantiert und in
eine Langendorff Apparatur eingebracht (Eigenkons-
truktion). Die Perfusion unter Normalbedingungen er-
folgte retrograd Uber die Aorta unter einem konstan-
ten Druck von 60 mm Hg fir 3 min (Modus 1). Zur
Perfusion wurde 37°C-warmer Krebs-Henseleit-Bica-
bonatpuffer (KHM) ohne Zusatz von Quercetiglucuro-
nid (QG) verwendet, der vor Verwendung mit Carbo-
gen begast wurde. Nach Kanilierung des linken Vor-
hofs wurde auf den Arbeitsmodus umgeschaltet (Mo-
dus 2) mit einer Preload von 10 mmHg und einem af-
terload von 60 mmHg. Nach 2-mindtiger perfusion
wurden die Basisfunktionen registriert, im Einzelnen:
Aortenflul, Koronarflu®, Auswurfsleistung, Herzfre-
quenz, systolisches Druckmaximum, arterieller Mit-
teldruck, sowie das Produkt aus Herzfrequenz und
systolischem Druckmaximum. Danach erfolgte Um-
schaltung in den Modus 1, und die Herzen wurden —
eingeteilt in 2 Gruppen — ohne bzw. mit Zusatz von
100 pM QG mit nun eingesetzter, 4°C-kalter HTK-L6-
sung (= kardioprotektive Lésung nach Bretschneider)
bis zum jeweils eingetretenen Herzstillstand weiter
perfundiert, und dann im selben Perfusionsmedium
(jeweils 30 ml) bei 4°C fir einen Zeitraum von 8 h im
Dunkeln aufbewahrt. Danach wurden die Herzen er-
neut in die Langendorff-Apparatur eingebracht und
unter Normalbedingungen im Modus 1 perfundiert.
Schlief3lich wurde wieder in den Arbeitsmodus umge-
schaltet und die oben definierten Leistungsdaten
auch unter diesen Bedingungen gemessen. Ergeb-
nis: Alle erfassten Werte lagen in den wahrend ihrer
8-stlindigen Ischamie mit QG-Zusatz praservierten
Herzen um 25-35% uber dem der Vergleichsherzen
(kein Zusatz von QG zur HTK-L&sung).

Praservierungsprotokoll flir humane Herzspitzen

[0028] Im Verlauf von Herztransplantationen ex-
plantierte menschliche Herzen von Patienten mit be-
kannter Blutgruppe dienen als Ausgangsmaterial zur
Praparation von perfusionsfahigen Herzspitzen. Uber
in die quergeschnittenn epikardialen Koronararterien
eingebundene Kanulen erfolgt fur 30 min bei 37°C
eine Zirkumfusion mit 100 ml der Plasmasubstituti-
onslésung ,Biseko” (Fa. Biotest, Dreieich), in der das
Gesamtcalcium zuvor auf 2,5 mM eigestellt worden
ist. Dieses Protokoll wird mit einem weiteren 100
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ml-Aliquot eingestellter und angewarmter Bisekolo-
sung wiederholt. Nun wird ein Gemisch von 96 ml mit
Ca-substituiertem Biseko und 4 ml eines hochtourig
sedimentierten Uberstands einer Suspension hoch-
konzentrierter, durch Zusatz von 100 yM ADP and 1
MM FEMLP zuvor aktivierter neutrophiler Granulozyten
(PMN) und Thrombozyten (T) (ca. 10° bzw. 107/ml)
fur 10 min bei 37°C durch das Koronarsystem der
Herzspitzen zirkumperfundiert, bzw. — in einer ande-
ren Versuchsgruppe — dem Zirkumperfusat auch
noch 100 uM QG zugesetzt. Danach werden dem Zir-
kumperfusat 50 ml gruppengleiches Vollblut beige-
mengt, in dem die PMN und T unmittelbar davor
durch Zusatz von FMLP und ADP aktiviert werden
(analoger Konzentrationen wie oben), bzw. in dem -
in der 2. Versuchsgruppe — auch noch 100 pM QG
enthalten sind. Es schlieRft sich jeweils eine
45minutige Zirkumperfusion unter 37°C an. Dann
wird Evans Blue bis zur deutlichen Blaufarbung zuge-
setzt, — nach weiteren 3 min Zirkumfusion — die blau
demarkierten Bereiche der jeweiligen Herzspitzen
prapariert, in Form kleiner Wurfel (5 mm Kantenlan-
ge) zerschnitten, und in flissigem Stickstoff eingefro-
ren. Aus dem gefrorenen Gewebe werden histologi-
sche Schnitte (Schnittdicke 30 ym) angefertigt und
Arteriolen bzw. Venulen im Myokardgewebe auf-
grund ihrer typischen Markerenzyme (Alkalische
Phosphatase bzw. Dipeptidyamino-Peptidase) identi-
fiziert. Die PMN werden mit monoklonalem an-
ti-PMN-Antikérper (MBL, Japan), die T mit monoklo-
nalem anti-CD61 immunhistologisch identifiziert und
unter dem Mikroskop ausgzahlt. Ergebnis: Wahrend
es in Abwesenheit von QG zu massiven Plattchen-
thromben speziell im Bereich der koronaren Arterio-
len und zur Adhasion und Diapedese der PMN selek-
tiv in den Venulen kommt, sind derartige pathophysi-
ologische Interaktionen der beiden Blutzellarten mit
dem koronaren GefalRsystem in Gegenwart des Fla-
vonoids nicht zu entdecken.
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Diese Liste der vom Anmelder aufgefiihrten Doku-
mente wurde automatisiert erzeugt und ist aus-
schlieSlich zur besseren Information des Lesers auf-
genommen. Die Liste ist nicht Bestandfeil der deut-
schen Pafent- bzw. Gebrauchsmusteranmeldung.
Das DPMA dbernimmt keinerlei Hafiung fir etwaige
Fehler oder Auslassungen.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von Quercetin-3-O-3-D-Glucuro-
nid und/oder Kampferol-3-O-3-D-Glucuronid zur Vor-
beugung von ischamisch oder entziindlich bedingten
Erkrankungen des Herzens.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei Querce-
tin-3-O-B-D-Glucuronid und/oder Kampfe-
rol-3-O-B-D-Glucuronid intravaskular verabreicht
werden.

3. Verwendung nach Anspruch 1, wobei Querce-
tin-3-O-B-D-Glucuronid und/oder Kampfe-
rol-3-O-B-D-Glucuronid peroral in Form ihrer entspre-
chenden Glucoside verabreicht werden.

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei Querce-
tin-3-O-B-D-Glucosid und/oder Kampfe-
rol-3-O-B-D-Glucosid isoliert verwendet werden.

5. Verwendung nach Anspruch 3, wobei Querce-

tin-3-O-B-D-Glucosid und/oder Kémpfe-
rol-3-O-B-D-Glucosid Teil einer Zusammensetzung
sind.

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei die Zu-
sammensetzung ein Extrakt aus rotem Weinlaub ist.

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei als Ex-
trakt der als AS195 vermarktete verwendet wird.

8. Verwendung nach einem der vorstehenden
Anspriche, wobei die Erkrankungen des Herzens
ausgewahlt sind aus Herzinfarkten und Herzversa-
gen.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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