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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die medizinische, kosmetische und lebensmitteltechnische Verwen-
dung von N-Phenylpropenoyl-Aminosaurederivaten und verwandten Verbindungen. Bei diesen Verbindungen
handelt es sich um sekundare Pflanzenstoffe, die insbesondere aus der Kakaopflanze (Theobroma cacao) iso-
liert werden kdnnen.

[0002] Der gesundheitliche Nutzen von sekundaren Pflanzenstoffen ist seit langem bekannt. Fir eine Vielzahl
von Stoffen wurden antimikrobielle oder antioxidative Eigenschaften beschrieben, so z.B. fir Polyphenole wie
das Epikatechin, das aus der Kakaopflanze gewonnen wird.

[0003] Bekannt ist ebenso die Rosmarinsdure. Hierbei handelt es sich um einen 3-(3,4-Dihydroxy-phe-
nyl)-acrylsaure-1-carboxy-2-(3,4-dihydroxy-phenyl)-ethylester. Diese Verbindung sowie deren Derivate weisen
bemerkenswerte Eigenschaften auf, so z.B. antibakterielle, antivirale, antiinflammatorische, antigonadotrope
und antioxidative Eigenschaften.

[0004] Unter physiologischen Bedingungen werden diese Verbindungen jedoch durch kérpereigene Estera-
sen relativ schnell hydrolysiert, so dass bei einer Verabreichung nur geringe Mengen in den Blutkreislauf ge-
langen und die Verweildauer nur sehr kurz ist. Es kénnen daher nur niedrige Bluttiter erreicht werden, die oft-
mals unter der fur einen méglichen therapeutischen Nutzen erforderlichen Schwelle liegen.

[0005] Eine neue Gruppe sekundarer Pflanzenstoffe, die N-Phenylpropenoyl-Aminosaurederivate, wurden
erstmals in dem Artikel [1] von Stark und Hofmann (2005), ,Isolation, structure determination, synthesis, and
sensory activity of N-phenylpropenoyl-L-amino acids from cocoa (Theobroma cocoa)", J. Agric. Food Chem;
53: 5419-5428, beschrieben. Diese Verbindungen bestehen aus einem ggf. substituierten Phenyl-Propensau-
re-Rest, der Uber eine Amidbindung mit einem Aminosaurerest verbunden ist.

[0006] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, sekundare Pflanzenstoffe mit medizinischen Indikationen
bereitzustellen, die eine héhere Verweildauer im Organismus aufweisen und ahnliche oder bessere oder zu-
satzliche medizinische, kosmetische und lebensmitteltechnische Eigenschaften aufweisen wie bzw. als bereits
bekannte sekundare Pflanzenstoffe.

[0007] Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen des vorgelegten Hauptanspruchs geldst. Die Unteranspriiche
zeigen bevorzugten Ausfihrungsformen.

[0008] Demnach ist die Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Strukturformel
R,
/A
/4
) C—R,

A A

6
H
Rs
(Formel 1)

in einem chirurgischen, therapeutischen oder diagnostischen Verfahren zur Behandlung des menschlichen
oder tierischen Kérpers vorgesehen.

[0009] Eine solche medizinische Verwendung von Verbindungen, die unter diese allgemeine Formel fallen,
wird in der vorliegenden Erfindung erstmals beschrieben. Bezliglich experimenteller Hinweise auf moégliche

medizinische Indikationen wird auf die Beispiele verwiesen.

[0010] Diese Verbindungen weisen strukturell grofke Ahnlichkeiten mit haufig in der natur vorkommenden
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substituierten Zimtsaureestern (Rosmarinsaure, Chlorogensaure, etc.) bzw. ihren Derivaten auf. Allerdings
sind die beiden Grundmolekile bei den erfindungsgemalien Verbindungen tber eine Amidbindung verknipft,
die unter physiologischen Bedingungen sehr viel stabiler ist als die Esterbindung bei den substituierten Zimt-
saureestern., die wie bereits erwahnt durch die ubiquitaren Esterasen im Kérper schnell hydrolysiert werden.

[0011] Bevorzugt weist die Verbindung gemaf Formel 1 an den Positionen R,-R, Wasserstoffreste (H-), Hy-
droxigruppen (HO-), Methoxigruppen (CH,O-) und/oder Ethoxigruppen (C,H.O-) und/oder Gberbriickende Me-
thylendioxi-(-O-CH,-O-) und/oder Glycosylgruppen auf.

[0012] Dabei sind die Reste R, und/oder R, besonders bevorzugt Hydroxigruppen und/oder Methoxigruppen,
wahrend es sich bei den Ubrigen Resten bevorzugt um Wasserstoffreste handeilt.

[0013] Bei R, handelt es sich bevorzugt um den organischen Rest einer Aminosaure und bei R, um eine Hy-
droxigruppe (-OH) oder um den N-Terminus eines Peptides.

[0014] Unter dem Begriff ,organischer Rest einer Aminosaure" wird im Folgenden der sich an dem die Amid-
gruppe tragenden Kohlenstoffatom der Aminosaure befindliche organische Rest bezeichnet.

[0015] Handelt es sich bei der Aminosaure etwa um Alanin, so wére R, eine Methylgruppe; bei Phenylalanin
ware R, eine Phenylguppe, etc.

[0016] Besonders bevorzugt handelt es sich bei R; um den organischen Rest einer a-Aminosaure und/oder
eine L-Aminoséure.

[0017] Bei R, kann es sich jedoch auch um eine weitere Gber eine Amidbindung gebundene Aminosaure bzw.
ein Peptid mit einem finalen Carboxyterminus handeln.

[0018] X ist bevorzugt ein C.Y, -Rest oder einen C.Y -Rest mit n = 0-6 handelt, wobei Y Wasserstoffreste
(H-) oder Alkylgruppen (z.B. CH,, C,H,, C,H,) sein kdnnen, oder ein substituiertes Stickstoff-, Sauerstoff- oder
Schwefelatom. Im Falle eines CY -Restes mit Mehrfachbindungen kann sowohl die E- als auch die Z-Konfi-
guration eingenommen werden.

[0019] Voraussetzung fiir die physiologischen Effekte und damit die Eignung fiir etwaige medizinische Indi-
kationen ist mit grolRer Wahrscheinlichkeit einerseits die Amidbindung, die insbesondere unter physiologischen
Bedingungen sehr viel stabiler ist als z.B. eine Esterbindung, und daher insbesondere die Aufnahme der erfin-
dungsgemalen Verbindungen durch das Dinndarmepithel in den Blutkreislauf bzw. eine ausreichend lange
Verweildauer der erfindungsgemafen Verbindungen im Blutkreislauf ermdglicht.

[0020] Andererseits scheint das Vorhandensein der Carboxylgruppe, die durch die Aminosaure, das Peptid
oder die Hydroxigruppe an R, bereitgestellt wird, eine Voraussetzung fiir die physiologische Wirksamkeit zu
sein.

[0021] Ebenso wichtig scheint Gberdies die Kettenlange des Restes X zu sein, der eine Lange von n = 0-6
nicht Gberschreiten sollte.

[0022] Besonders bevorzugt handelt es sich bei X um einen C Y -Rest mit n = 2, d.h. X ist dann ein

HC=CH-Rest. In diesem Fall handelt es sich bei der erfindungsgemalien Verbindung um eine N-Phenylprope-
noyl-Aminosaure. Eine solche Verbindung hat die folgende allgemeine Strukturformel:
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/A
R, ®) COOH
R;

Ir=z

R,
(Formel 2)
[0023] Chemisch gesehen handelt es sich hierbei um eine Amidverbindung aus einer ggf. substituierten Zimt-
saure (Phenyl-Propensaure bzw. Phenyl-Acrylsaure) und einer Aminosaure. Ist der Phenoylrest an R, und R,
mit je einer Hydroxigruppe substituiert, handelt es sich um Kaffeesaure. Die Amidbindung ist ausgebildet zwi-
schen der Aminogruppe der Aminosaure und der Carboxylgruppe der Zimtsaure bzw. Kaffeesaure.
[0024] Bevorzugt handelt es sich bei R; um den organischen Rest einer Aminosaure, ausgewahlt aus der
Gruppe aufweisend aliphatische, aromatische, polare, basische, saure, proteinogene, nicht proteinogene Ami-

nosauren, o-, B-, y-, Aminosauren und/oder L- oder D-Aminosauren.

[0025] Dabei sind die Reste der a-Aminosauren Aspartat, Glutamat, Tyrosin, Tryptophan und Dopa beson-
ders bevorzugt.

[0026] In einer anderen, ebenfalls bevorzugten Ausfiihrungsform ist X = 0. Eine solche Verbindung hat die
folgende allgemeine Strukturformel:

R, ©O OOH
R,

I Z

(Formel 3)

[0027] Chemisch gesehen handelt es sich in diesem Falle um eine Amidverbindung aus einer ggf. substitu-
ierten Benzoesaure und einer Aminosaure.

[0028] Weiterhin ist die Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche zur Herstel-
lung eines Arzneimittels zur Vorbeugung und/oder Behandlung von bakteriellen, viralen oder mykologischen
Infektionen vorgesehen.

[0029] Untersuchungen der Erfinder haben Uberraschenderweise gezeigt, dass die erfindungsgemafen Ver-
bindungen antiadhasive Wirkung gegenlber der Ansiedlung von Bakterien, Viren und Pilzen auf Oberflachen
wie z.B. der Haut, den Schleimhauten, der Speiserdhre, der Magenwand und dem Diinndarmepithel aufwei-
sen.

[0030] Diese Wirkung wurde beispielhaft an Helicobacter pylori auf der Magenschleimhaut gezeigt. Hierzu
wird auf die Beispiele verwiesen. Es liegen zudem Hinweise fir eine antiadhasive Wirkung gegen Campylo-
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bacter jejuni, adharente E. coli, Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus und Candida albicans vor.
Diese Ergebnisse lassen auf eine allgemeine antiadhasive Wirkung gegen Mikrororganismen schlie3en, ins-
besondere gegen gram-positive und gram-negative Bakterien, Viren und Pilzen.

[0031] Eine Ursache fir diese Wirkung scheint darin zu liegen, dass die erfindungsgemafRen Verbindungen
die Ausbildung einer mikrobiellen Ansiedlungsmatrix (haufig bestehend aus Polysacchariden und Glycoprote-
inen) hemmen oder dass sie in Wechselwirkungen mit mikrobiellen, insbesondere bakteriellen Adesinen treten
oder die fUr die Adhasion zustandigen Rezeptorfunktionen auf der Epithelseite der zu besiedelnden Oberflache
blockieren.

[0032] Diese Eigenschaften kénnten z.B. fir die Herstellung eines Medikaments zur Behandlung und Prophy-
laxe chronischer Magenschleimhautentzindung oder fur die Infektionspravention, z.B. bei Hautverbrenungen,
oder bei schlecht heilenden Wunden (z.B. Ulcus) von Nutzen sein.

[0033] Weitere potentielle Indikationen erschlielen sich dem Fachmann unmittelbar.

[0034] Die Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche zur Herstellung eines Arz-
neimittels zur hepalen Regeneration, zur Verbesserung des Zellstoffwechsels und/oder zur Verbesserung der
Zellproliferation ist somit ebenfalls eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung.

[0035] Indiesem Zusammenhang haben Experimente der Erfinder gezeigt, dass die erfindungsgemalien Ver-
bindungen eine proliferationsférdernde Wirkung auf humane Keratinocyten ausiiben, ohne dass dabei die Ex-
pression zellularer Wachstumsfaktoren beeinflusst wird. Hierzu wird auf die Beispiele verwiesen.

[0036] Die Erfinder haben gezeigt, dass die Verbindungen deutliche Wirkungen auf humane Leberzellen ha-
ben und die Energieproduktion sowie die Zellproliferation deutlich zu steigern in der Lage sind. Weiterhin wurde
gezeigt, dass die erfindungsgemalien Verbindungen eine Erhdhung der mitochondrialen Aktivitat von Leber-
zellen hervorrufen. Hierzu wird auf die Beispiele verwiesen.

[0037] Mégliche Indikationen sind in diesem Zusammenhang die Regeneration von Leberzellen, die durch
Chemotherapeutika, Strahlenbehandlung, Arzneimittelbehandlung, Arneimittelintoxikation, Alkoholmif3brauch,
DrogenmiflRbrauch, Vergiftungen (insb. Pilzvergiftungen), Leberinfektionen (insb. Hepatitis) geschadigt wurden.

[0038] Weitere Anwendungsmdglichkeiten sind eine Erhéhung der mitochondrialen Aktivitat, insbesondere
von Cytochrom P450, das als ein zellulares Entgiftungsenzym wirkt.

[0039] Weitere Indikationen sind der Einsatz der erfindungsgemafen Verbindungen zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Férderung der Wundheilung, der Hautregeneration, der Schleimhautregeneration, der erhéh-
ten Proliferation von Hautanhangsgebilden (z.B. Haare) und der Knorpelbildung, zur Pravention und Therapie
von Dekubitus und Narbenbildung, oder zur Haut- und Geweberegeneration z.B. nach Verbrennungen, Verat-
zungen, Wundliegen etc.

[0040] Aufgrund der antiadhasiven Wirkung ist eine Verwendung einer erfindungsgemafien Verbindung zur
Herstellung eines Arzneimittels gegen orale Plague ebenfalls denkbar.

[0041] Weiterhin ist erfindungsgemaf vorgesehen, eine Verbindung geman einem der vorherigen Anspriiche
als Nahrungserganzungsmittel und ,functional food" zu verwenden.

[0042] Hier kommt neben den genannten Wirkungen (antiadhasiv, zellproliferationsférdernd, zellstoffwech-
selerhdhend) zum Tragen, dass die erfindungsgemafen Verbindungen wie viele sekundare Pflanzenstoffe mit
grofer Wahrscheinlichkeiteine antioxidative Wirkung haben.

[0043] Hinzu kommt, dass die erfindungsgemalien Verbindungen wasserloslich sind und sich daher in hohen
Konzentrationen auch fettarmen, fettfreien oder kalorienreduzierten Lebensmitteln beimischen lassen und
dass sie einfach zu isolieren bzw. synthetisieren sind. All diese Eigenschaften lassen die erfindungsgemafien
Verbindungen fur die Verwendung in sog. ,functional food" und als Nahrungserganzungsmittel geeignet er-
scheinen.

[0044] Weiterhin ist die Verwendung einer erfindungsgemalen Verbindung als Beigabe zu einem Zellkultur-
medium vorgesehen. Die erwahnte zellproliferationsférdernde Wirkung lasst die erfindungsgemafien Verbin-
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dungen insbesondere fir die Verwendung in In-vitro-Zellvermehrungskulturen als geeignet erscheinen, insbe-
sondere bei der Herstellung kinstlicher Gewebe und Organe, fiir Hautmodelle oder autologe Implantations-
systeme. Die zellproliferationsférdernde Wirkung scheint dabei sowohl humane, tierische als auch pflanzliche
Zellkulturen zu betreffen.

[0045] Ein Erklarungsansatz hierfir kénnte sein, dass die erfindungsgemafien Verbindungen natirlicher Wei-
se insbesondere in Pflanzensamen (wie z.B. Kakaocbohnen) vorkommen, und dort die Zellteilung hach der Kei-
mung férdern.

[0046] Aufgrund der oben erwdhnten antiadhdsiven Wirkung ist auRerdem bevorzugt die Verwendung einer
erfindungsgemafen Verbindung zur Verhinderung der Ausbildung von mikrobiellen Belagen auf Oberflachen
vorgesehen.

[0047] Hier ist insbesondere an Implantate, Prothesen, Katheter (insbesondere Pulmonal- und Blasenkathe-
ther), Kanulen, chirurgische und diagnostische Instrumente (insbesondere Endoskope) und Zahnprothesen
gedacht. Auf diese Weise kénnte insbesondere der Verschleppung von haufig gegen Antibiotika resistenten
Krankenhauskeimen begegnet werden.

[0048] Weitere Verwendungsgebiete sind Abwasserrohre, Rohrleitungen fiir Lebensmittel wie z.B. Milch,
Rohrleitungen in sanitdren Anlagen und Schwimmbadern (insbesondere Whirlpools), Antifoulinganstriche flr
Schiffe, Oberflachen von Windeln, Pflastern und anderer Hygieneartikel sowie kosmetische Instrumente, wie
z.B. Zahnblrsten,

[0049] Aufgrund der hohen chemischen Stabilitat sind die erfindungsgemafen Verbindungen gerade fir die-
se Einsatzbereiche an exponierten Oberflachen sehr gut geeignet.

[0050] Weiterhin ist die Verwendung einer erfindungsgemafen Verbindung als Haut- oder Mundpflegemittel
bevorzugt vorgesehen. Hierbei ist an Hautcremes, Antiageing-Produkte, Produkte zur Verhinderung der Nar-
benbildung oder zur Behandlung von Verbrennungen und Sonnenbranden, Zahncremes, Mundspilungen und
dergleichen gedacht. Je nach Verwendung steht dabei die antiadhasive, die zellproliferationsférdernde, die
zellstoffwechselerhdhende oder die antioxidative Wirkung der erfindungsgemafRen Verbindungen im Mittel-
punkt.

[0051] Ferner ist erfindungsgemaf ein Arzneimittel, Kosmetikum, Hautpflegemittel, Mittel zur Behandlung
von Oberflachen, oder ein Nahrungsergdnzungsmittel oder Functional food vorgesehen, das eine erfindungs-
gemale Verbindung enthalt.

[0052] Uberdies ist eine diagnostische, therapeutische oder kosmetische Darreichungsform vorgesehen, die
eine erfindungsgemale Verbindung enthalt, und in Form eines wassrigen Extrakts, einer Losung, einer Emul-
sion, einer Suspension, eines pulmonalen Inhalates, eines Implantates, einer Wasser/Ol-Emulsion, eine
Ol/Wasser-Emulsion, eines Gels, einer Tablette, einer Kapsel, einer Creme, einer salbe, eines Pflasters, einer
Mikroemulsion, einer Nanoemulsion, als Transferosome oder enkapsuliert in Liposomen, Micellen oder Micro-
spharen vorliegt.

[0053] Zur Isolierung und Aufarbeitung einer erfindungemafen Verbindung ist ein Verfahren vorgesehen, auf-
weisend die Schritte der Gewinnung von Pflanzenmaterial, Herstellung eines wassrigen oder eines wassri-
gen-alkoholischen Extraktes, Zentrifugation des Extrakts, ggf. Lyophilisierung des Extrakts, und Aufreinigung
des Extrakts mittels chromatographischer Verfahren (z.B. IEC, GPC, Adsorptionschromatographie, Vertei-
lungschromatographie) und/oder Ultrafiltratonsverfahren bis zu einer Konzentration von mindestens 1 g pro
100 g Extrakt vorgesehen.

[0054] Bei dem der Extraktion zu unterziehenden Pflanzenmaterial handelt es sich bevorzugt um Pflanzen-
material von Pflanzen aus der weiter unten aufgefiihrten Liste. Fir die wassrige Extraktion kann dabei z.B. 1
g getrocknetes Pflanzenmaterial 2 x 15 min mit 15 ml zweifach destilliertem Wasser inkubiert werden. Die Zen-
trifugation kann z.B. 10 min lang bei 5000 x g erfolgen.

[0055] Es sei im Weiteren erwahnt, dass die Erfinder auch ein Syntheseverfahren zur Herstellung der erfin-
dungsgemafen Verbindungen entwickelt haben. Hierzu wird auf die Publikation [1] verwiesen.
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Zeichnungen und Beispiele

[0056] Die vorliegende Erfindung wird durch die im Folgenden gezeigten und diskutierten Beispiele und Figu-
ren genauer erlautert. Dabei ist zu beachten, dass die Beispiele und Figuren nur beschreibenden Charakter
haben und nicht dazu gedacht sind, die Erfindung in irgendeiner Form einzuschranken.

Tabelle 1

[0057] In Tabelle 1 sind verschiedene erfindungsgemafe Verbindungen gezeigt, die unter den Schutzbereich
der vorliegenden Erfindung fallen, und die aus verschiedenen Pflanzen isoliert wurden. Die Strukturformeln
derselben Verbindungen sind in Fig. 1 gezeigt. Es handelt sich hierbei durchweg um N-Phenylpropenoyl-Ami-
nosauren (siehe Formel 2). Gemal Formel 1 in Anspruch 1 handelt es sich also bei X um einen HC=CH-Rest,
wahrend R, eine OH-Gruppe ist. Die chemischen Bezeichnungen gehen aus Tabelle 1 hervor.

Tabelle 1
Substanz Nr.
(=)-N-[4'-hydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Glutaminsaure
(+)-N-[(E)-cinnamoyl]-L-Asparaginsaure 2
(+)-N-[4'-hydroxy-3-methoxy-(E)-cinnamoyl]-L- As- 3
paraginsaure
(=)-N-[4'-hydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Tyrosin 4
(+)-N-[3',4'-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Tryptophan 5
(+)-N-[4'-hydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Tryptophan 6
(+)-N-[4'-hydroxy-3-methoxy-(E)-cinnamoyl]-L-Tryp- | 7
tophan
(+)-N-[3',4'-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Asparagin- 8
saure

(+)-N-[4'-hydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Asparaginsdure | 9

(=)-N-[3',4'-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Glutamin- 10
saure

(=)-N-[3',4'-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-3-hydro- 1
xy-L-Tyrosin
(=)-N-[3",4'-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Tyrosin 12
(=)-N-[4'-hydroxy-(E)-cinnamoyl]-3-hydroxy-L-Tyro- | 13
sin

(-)-N-[3",4'-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-D-Asparagin- 14
saure

(+)-N-[3',4'-dihydroxy-(Z)-cinnamoyl]-L-Asparagin- 15
saure

Beispiel 1

[0058] Getrocknetes Material der in Liste 1 aufgefiihrten Pflanzen wurde einer wassrigen Extraktion gemaf
dem oben beschriebenen Verfahren unterzogen. Die gewonnenen Extrakte wurden dann einer HPLC (Hoch-
druck-FlUssigkeitschromatographie), einer LCMS (Flussigkeitschromatographie/Massenspektrometrie) bzw.
einer NMR (KernspiN-Resonanzspektrometrie) unterzogen.

[0059] Hierbei wurden synthetisierte, mit Deuterium markierte Analoga der Verbindungen 2,4 5,7, 8, 9, 11
und 12 aus Tabelle 1 als Marker mitgemessen.
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Liste 1

Acorus calamus, Angelica archangelica, Arnica montana, Arnica chamissonis, Betula spec., Cassia angus-
tifolia, Cassia senna, Cinnamomum ceylanicum, Cola nitida, Coriandrum sativum, Crocus sativus, Eucalyp-
tus spec., Gentiana lutea, Hedera helix, Hypericum perforatum, llex paraguariensis, lllicum verumm, Juni-
perus communis, Lavandula spec., Matricaria recutita, Pausinystalia yohimbe, Physostigma venenosum,
Primula veris, Primula elatior, Ricinus communis, Salix sp., Sambucus nigra, Silybum marianum, Syzygium
aromaticum, Theobroma cacao, Thymus vulgaris, Thymus zygis, Trigonella foenum-graecum

[0060] In folgenden Pflanzen konnten die erfindungsgemafRen Verbindungen nachgewiesen werden (Num-
merierung der Verbindungen gemaf Tabelle 1):

Tabelle 2

Pflanze Teil (Verbindung Nr.) pg/g

Acorus calamus Rhizom (2)0.10

Angelica archangelica Wurzel (9)0.73; (1) 0.05; (2) 2.29

Arnica montana, Arnica chamis- Blate (3) 0.02; (2) 0.08

sonis

Cassia angustifolia, Cassia senna | Frucht (3)1.22

Cola nitida Samen (2)0.11

Coriandrum sativum Frucht (8) 1.43; (9) 3.96; (1) 0.03; (3)
1.75; (2) 1.24

Hedera helix Blatt (4)0.013; (2) 0.16; (5) 0.21; (6)
3.49; (7) 0.03

Hypericum perforatum Kraut (1)0.49

Lavandula spec. Blate (8) 0.72; (9) 3.67; (1) 0.36; (3)
0.54; (2) 4.36

Physostigma venenosum Frucht (9)0.82; (1) 0.08; (3) 0.19

Sambucus nigra Blate (8) 1.29; (9) 3.95; (2) 0.56; (1)
1.09; (3) 0.92 (2) 3.42

Silybum marianum Frucht (5)0.04

Theobroma cacao Samen siehe Referenz 8

Thymus vulgaris, Thymus zygis Kraut (2)0.09

Beispiele 2-4:

[0061] Um mdgliche pharmakologische Eigenschaften der erfindungsgemafien Verbindungen zu untersu-
chen, wurden die Verbindungen Nr. 5 ((+)-N-[3"4,-dihydroxy-(E)-cinnamoyl]-L-Tryptophan; Kaffeesau-
re-L-Tryptophan als Beispiel fir einen aliphatischen Aminosdurerest an R;), und Nr. 8 ((+)-N-[3",4,-dihydro-
xy-(E)-cinnamoyl]-L-Asparaginsaure; Kaffeesaure-L-Aspartat als Beispiel fir einen aromatischen Aminosaure-
rest an R;) verwendet.

Beispiel 2: Untersuchungen an einer menschlichen Leberzelllinie

[0062] Die HepG2-Zelllinie, Klon H20, wurde von Prof. Mersch-Sundermann, Universitat Giessen erhalten
und wie in [2] beschrieben kultiviert. Die Zellen wurden in low glucose (1 g/l) Dulbecco's Modified Eagle's Me-
dium (DMEM) mit L-Glutamine und 25 mM Hepes, das mit 15 % (v/v) hitzeinaktiviertem fétalen Kalberserum
(FCS) und Gentamycin (30 pg/ml) versetzt war, in einer feuchten Atmosphare bei 37+/-0.5°C, 5% CO, kulti-
viert. Die Zellen wurden trypsinisiert, mit PBS (pH 7.4) gewaschen, leicht zentrifugiert und anschlieRend im
Zellmedium eine Zellsuspensionen hergestellt, indem das Sediment durch eine Kanlle gepresst wurde. Das
Medium wurde alle drei bis finf Tage ausgewechselt. Die zu testenden Verbindungen Nr. 5 und 8 wurden in
einer Konzentration von 1 mg/ml in HepG2-Medium, dem statt FCS das serumfreie Supplement SerEx zuge-
geben wurde, geldst und durch einen 0.2 ym Zelluloseazetatfilter filtriert.
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[0063] Die Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten (1 x 10* Zellen/Well) ausgesét. Nach 24 h wurde das
Medium entfernt und die Zellen wurden den zu testenden Verbindungen, in Konzentrationen von 100 und 10
pg/ml 48 h lang ausgesetzt. Die Zellstoffwechselaktivitat wurde gemaf [3] mit 2.5 mg/ml MTT quantifiziert. Das
extrazytosolische LDH [4] wurde mit einem Zytotoxizitatsassay quantifiziert.

[0064] Sowohl die Verbindung Nr. 5 als auch die Verbindung Nr. 8 erhdhten die mitochondriale Aktivitat nach
48-stundiger Inkubation (siehe Eig. 2). Eine verkirzte Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte, dass Verbindung
Nr. 8 den Energiestatus signifikant erhdhte, wahrend Verbindung Nr. 5 keine Wirkung zeigte. Es konnte fest-
gestellt werden, dass Verbindung Nr. 8 einen schnellen und intensiven stimulierenden Effekt aufweist. Die Be-
stimmung der LDH zeigte, dass keine nekrotische Zelltoxizitat festzustellen war.

Beispiel 3: Untersuchungen an einer menschlichen Keratinocyten-Zelllinie

[0065] Humane primare Keratinocyten (NHK) wurden aus menschlicher Haut isoliert, die durch operative Re-
sektion kaukasischer Patienten erhalten wurde. Es wurden in-vitro-Tests in Bezug auf die mitochondriale Akti-
vitat [3], den BrdU-Einbau [5] und auf nekrotische Effekte mittels LDH-Assay [4] durchgeflhrt.

[0066] Fur eine quantitative Real-Time-PCR wurden die NHK mit den zu testenden Verbindungen, die in se-
rumfreien Keratinocyten-Medium geldst waren, 6 Stunden lang inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Keratino-
cyten-Medium mit verschiedenen Wachstumsfaktoren verwendet. Die Gesamt-RNA wurde mit dem Perfect
RNA eukaryotic Mini Kit aufgereinigt. RNA-Aliquots wurden fur Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR), die mit
TagMan Reverse Transcription Reagents® durchgefiihrt wurde, hergestellt.

[0067] Die quantitative RT-PCR wurde mit dem TagMan Universal PCR Master Mix und spezifischen TagMan
Genexpressions-Assays fir KGF, den KGF-Rezeptor, den EGF-Rezeptor, den Insulin-Rezeptor, STAT6 und
18srRNA als endogene Kontrolle in einem 7300 Real-Time PCR-System von Applied Biosystems durchge-
fuhrt.

[0068] Die Untersuchungen wurden mit Zellen der 2. bis 6.Passage durchgeflihrt. Sowohl die Verbindung Nr.
5 als auch die Verbindung Nr. 8 erhéhten in einer Konzentration von 10 ug/mL sowohl die mitochondriale Ak-
tivitat als auch die Proliferation (Fig. 3). Eine Zelltoxizitat wurde nicht festgestellt.

[0069] Da in vielen Fallen Auswirkungen auf die Physiologie von Keratinocyten durch eine erhéhte Expressi-
on von Wachstumsfaktoren oder Wachstumsfaktoren-Rezeptoren vermittelt wird, wurde der Einfluss der Ver-
bindungen Nr. 5 und 8 auf die Genexpression des Keratinocyten-Wachstumsfaktors KGF, seines Rezeptors
(KGFR), den Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR und den Insulinrezeptor InsR mittels quantitati-
ver RT-PCR untersucht. Auerdem wurde die Expression des Transkriptionsfaktors STAT6 und des Gens fir
Involucrin (ein spezifisches Protein fur die frihe Zell-Differenzierung) untersucht.

[0070] Es wurde keine erkennbare Wirkung auf die Expression von KGF, KGFR, EGFR, InsR und Involucrin
beobachtet. Fir STAT 6 wurde eine signifikant erhéhte Expression festgestellt (9 x héher im Vergleich zu den
Kontrollen).

Beispiel 4: Untersuchungen zur Adhasion von Helicobacter pylori.

[0071] Adhasionstests wurden gemal [6, 7] durchgeflhrt. Dabei wurden FITC-markierte Bakterien mit den zu
testenden Verbindungen (1 mg/ml) inkubiert. Deparaffinierte Magengewebsstiicke wurden mit den Bakterien
inkubiert. Mikroorganismen, die an dem Epithel anhaften, wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop gezahit
und mit einer nicht-behandelten Kontrolle verglichen

[0072] Die maximale Adhasion, wie z. B. in den unbehandelten Kontrollgruppen (Negativkontrolle), festge-
stellt wurde, wurde mit einem Wert von +++++ belegt, wahrend geringere Adhasionen mit Werten von ++++,
+++, +4, + oder — belegt wurden, wobei in der Positivkontrolle (Sialyllactose, [7]) ein Wert von — festgestellt
wurde.

[0073] Insbesondere nach Inkubation der Bakterien mit Verbindung Nr. 8 (1 mg/mL) wurde ein starker und
reproduzierbarer antiadhasiver Effekt gegen Helicobacter pylori mit nahezu vollstandiger Unterbindung der Ad-
hasion beobachtet, wahrend Verbindung Nr. 5 keine Wirkung zeigte. Um eine direkte Cytotoxizitat der zu tes-
tenden Verbindungen gegen H. pylori zu untersuchen, wurden die Verbindungen in Konzentrationen von 2,5
mg/mL in einem Scheibendiffusionsassay gegen den Mikroorganismus getestet (Positivkontrolle mit 0.5 ug
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Amoxicillin). Dabei wurden keine Anzeichen einer bakterioziden oder bakteriostatischen Wirkung der zu tes-
tenden Verbindungen festgestellt.

[0074] Die in den Beispielen 2—4 beschriebenen Versuche wurden auch mit der Verbindung Nr. 11 durchge-
fuhrt. Diese zeigte jedoch keinen der beschriebenen Effekte. Gleichwohl deuten die mit den aufgrund ihrer ex-
emplarischen Strukturen ausgewahlten Verbindungen Nr. 5 und 8 gezeigten Ergebnisse darauf hin, dass auch
andere der erfindungsgemafien Verbindungen gemaf Formel 1 oder 2 bzw. £jg. 1 ahnliche Wirkungen aufwei-
sen. Es ist daher zuldssig, die erwdhnten medizinischen Indikationen fur alle der unter die genannten Formeln
fallenden Verbindungen zu beanspruchen.
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Zeichnungen
[0075] FEig. 1: Strukturformeln einiger erfindungsgemafer N-Phenylpropenoyl-Aminosauren

[0076] Eig.2: Einfluss der Verbindungen Nr. 5 und Nr. 8 (10 und 100 pg/ml) auf die mitochondriale Aktivitat
menschlicher Leberzellen (HEPG2) nach 48-stiindiger Inkubation.

[0077] Als MeRwert ist in Ejg, 2 die relative mitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat (unbehandelte Kontrolle
= 100%) aufgetragen. Die Balken stellen die Mittelwerte eines reprasentativen Versuchs mit n = 10 dar.

[0078] Fig. 3: Einfluss der Verbindungen Nr. 5 und Nr. 8 (10 pg/ml) auf die mitochondriale Aktivitat (A) und die
mitotische Proliferation (B) von HaCaT Keratinocyten nach 60-stiindiger Inkubation.

[0079] Als MeRwertistin Eig. 34 die relative mitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat (unbehandelte Kontrol-
le = 100%) und in Eig. 3k die relative mitochondriale Proliferationsrate (unbehandelte Kontrolle = 100%) auf-
getragen.

[0080] Die mitochondriale Aktivitat wurde mit dem MTT Test untersucht und die Proliferation durch BrdU-In-
corporations-ELISA. Die Balken stellen die Standardfehler mit n = 10 dar. Negativkontrolle: unbehandelte Zel-
len, Positivkontrolle: Fibroblasten-Wachstumsfaktor FGF.

[0081] Eig. 4: Fluoresenzmikroskope (200 x) eines reprasentativen in situ-Experiments mit FITC-markierten
H. pylori auf menschlicher Magenschleimhaut: (A) Vollstdndige Adhasion (+++++) nichtbehandelter Bakterien,
Fluoreszenzintensitat auf 100 % standardisiert (Negativkontrolle), (B) Positivkontrolle (=), Fluoreszenzintensi-
tat 10% (C) Verbindung Nr. 5 (++++), Fluoreszenzintensitat 78%, (D) Verbindung Nr. 8 (+) Fluoreszenzintensi-
tat 19%.

Patentanspriiche

1. Verbindungen der allgemeinen Strukturformel
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(Formel 1)

zur Verwendung in einem chirurgischen, therapeutischen oder diagnostischen Verfahren zur Behandlung des
menschlichen oder tierischen Koérpers.

2. Verbindungen gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei
a) R-R; um Wasserstoffreste (H-), Hydroxigruppen (HO-), Methoxigruppen (CH,0-), Ethoxigruppen (C,H;0-)
und/oder uberbrickende Methylendioxy-(-O-CH,-O-) und/oder Glycosylgruppen handelt, bei
b) Rs um den organischen Rest einer Aminosaure, bei
¢) R, um eine Hydroxigruppe (-OH) oder eine Uber eine Amidbindung gebundene Aminosaure bzw. ein Peptid
mit einem finalen Carboxyterminus,
d) Xum einen C,Y,-Rest oder einen CY -Rest mit n = 0-6 handelt, wobei Y Wasserstoffreste (H-), Alkylgrup-
pen oder ein substituiertes Stickstoff-, Sauerstoff- oder Schwefelatom sein kénnen.

3. Verbindungen gemall Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei X um einen
HC=CH-Rest handelt (ggf. substituierte N-Phenylpropenoyl-Aminosaure).

4. Verbindungen gemaf einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass es sich R; um
den organischen Rest einer Aminosaure, ausgewahlt aus der Gruppe aufweisend aliphatische, aromatische,
polare, basische, saure, ptoteinogene, nicht proteinogene Aminosauren, a-, 8-, y-, Aminosauren und/oder L-
oder D-Aminosauren.

5. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriche zur Herstellung eines Arzneimit-
tels zur Vorbeugung und/oder Behandlung von bakteriellen, viralen oder mykologischen Infektionen.

6. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche zur Regeneration, zur Verbes-
serung des Zellstoffwechsels und/oder zur Verbesserung der Zellproliferation.

7. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche zur Herstellung eines Arzneimit-
tels gegen orale Plaque.

8. Verwendung einer Verbindung gemal einem der vorherigen Anspriiche als Nahrungserganzungsmittel.

9. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche als Beigabe zu einem Zellkul-
turmedium.

10. Verwendung einer Verbindung gemal einem der vorherigen Anspriiche zur Verhinderung der Ausbil-
dung von mikrobiellen Belagen auf Oberflachen.

11. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriche als Haut- oder Mundpflegemit-
tel.

12. Arzneimittel, Kosmetikum, Hautpflegemittel, Mittel zur Behandlung von Oberflachen, Nahrungsergan-
zungsmittel, oder Functional food, enthaltend eine Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche.

13. Diagnostische oder therapeutische Darreichungsform enthaltend eine Verbindung gemaf einem der
vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass diese in Form eines wassrigen Extrakts, einer Lésung,
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einer Emulsion, einer Suspension, eines pulmonalen Inhalates, eines Implantates, einer Wasser/Ol-Emulsion,
eine Ol/Wasser-Emulsion, eines Gels, einer Tablette, einer Kapsel, einer Creme, einer salbe, eines Pflasters,
einer Mikroemulsion, einer Nanoemulsion oder enkapsuliert in Liposomen, Micellen oder Microspharen vor-
liegt.

14. Verfahren zur Isolierung und Aufarbeitung einer Verbindung gemaf einem der vorherigen Anspriiche,
aufweisend die folgenden Schritte:
a) Gewinnung von Pflanzenmaterial,
b) Herstellung eines wassrigen oder wassrigen-alkoholischen Extrakts,
c) Zentrifugieren des Extrakts,
d) gdf. lyophilisieren des Extrakts, und
e) Aufreinigung des Extrakts mittels chromatographischer Verfahren und/oder Ultrafiltratonsverfahren bis zu ei-
ner Konzentration von mindestens 1 g einer Verbindung geman einem der vorherigen Anspriiche pro 100 g
Extrakt.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhéngende Zeichnungen
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