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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betritft eine Zusammensetzung umfassend einen Komplex aus Delphinidin und einem
Sulfoalkylether-p-Cyclodextrin zur Verwendung als Antiphlogistikum und/oder Immunsuppressivum.



10

15

20

25

30

35

WO 2014/075935 PCT/EP2013/072856

DELPHINIDINKOMPLEX ALS ANTIPHLOGISTISCHER ODER
IMMUNSUPPRESSIVER WIRKSTOFF

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Zusammensetzungen

umfassend

- einen Komplex aus Delphinidin und einem Sulfoalkylether-
B-Cyclodextrin und/oder

— Delphinidin oder dessen Salze

als Antiphlogistikum und/oder Immunsuppressivum.

Reaktionen des Immunsystems werden durch die Komponenten
des angeborenen und erworbenen Immunsystems vermittelt. Das
angeboren unspezifische Immunsystem umfasst alle Reaktionen
auf antigene und kdrperfremde Stimuli (Bakterien, Viren,
Pilze, etc.), die von Makrophagen, Monocyten und Granulozy-
ten ausgehen, sowie humorale Abwehrmechanismen einschlieB-
lich Interferon, Defensine und Akute-Phase-Proteine. Das
erworbene oder adaptive Immunsystem umfasst alle spezifi-
schen Abwehrreaktionen, die wvon Lymphozyten, insbesondere
von B-Lymphozyten (B-Zellen) und T-Lymphozyten (T-Zellen),
ausgehen. Unter bestimmten Bedingungen k&nnen die Reaktio-
nen des Immunsystems selbst Ursache von Erkrankungen oder
krankheitsrelevanten Zustdnden sein. Solche Erkrankungen
oder Zustande sind z.B. akute und chronische Entziindungen,
Sepsis, Autoimmunerkrankungen oder AbstoBungsreaktionen
nach Organ—-, Zell- oder Gewebetransplantation. Bei diesen
und anderen Zustdnden, in denen eine inaddquate oder uner-
winschte Immunantwort auftritt, ist aus klinischer Sicht
eine Immunsuppression mittels Antiphlogistika bzw. Immun-

suppressiva erforderlich.
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Fine antiphlogistisch oder antiinflammatorisch wirkende
Substanz ist eine Substanz, die in der Lage ist, partiell
oder total, unmittelbar oder zeitversetzt eine Entziindung
oder eine ihrer Manifestationen zu vermindern oder zu hem-
men. Eine antiinflammatorisch wirkende Substanz kann entwe-
der auf 18sliche Mediatoren wie Zytokine gerichtet sein
oder die Expression von bestimmten an einer Entziindungsre-
aktion beteiligten zelluldren Oberflachenrezeptoren wie
z.B. MHC-Klasse II Molekiile modulieren. Eine immunsuppres-—
sorisch wirkende Substanz ist eine Substanz, deren Wirkung
auf das Immunsystem zu einer unmittelbaren oder verzdgerten
Reduzierung der Aktivitdt des immunologischen Systems
fiihrt. Eine immunsuppressorisch wirkende Substanz wird dann
eingesetzt, wenn es zu einer ilberschieBenden Immunantwort
kommt z.B. gegen kdrpereigene Molekiile oder Gewebe oder ge-
gen transplantiertes Gewebe, z.B. Autoimmunerkrankungen,
Typ I Diabetes, Multiple Sklerose oder Rheumatoide Arthri-
tis. Derzeit verwendete Antiphlogistika sind z.B. Azetylsa-
lizylsdure, Diclophenac, Indometacin oder Glukokortikoide.
Aus der Gruppe der Immunsuppressiva werden Zellteilungshem-—
mer (Azathioprin) Calcineurin-Inhibitoren (Tacrolimus, Cic-—

losporin, Pimecrolimus) und Hydrocortison eingesetzt.

Im klinischen Alltag wird Hydrocortison zur Entziindungshem-
mung und Immunsuppression eingesetzt und beispielsweise in
den Enddarm zur Linderung entziindlicher Symptome bei chro-
nisch—-entziindlichen Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa,
Morbus Crohn oder bei anderen Entziindungen des unteren
Darmabschnitts wie der Proktosigmoiditis 6rtlich angewen-
det. Ebenfalls bekannt ist die Verwendung von Hydrocortison
in Cremes und Salben zur Auftragung auf die Haut bei ent-

ziindlichen oder allergischen Hauterkrankungen wie Ekzemen,
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Neurodermitis, Schuppenflechte, Sonnenbrand,
Hautinfektionen und Insektenstichen, um eine Linderung von

Beschwerden wie Juckreiz oder Entziindungen zu bewirken.

Wahrend die kurzzeitige Gabe auch hoher Hydrocortisongaben
vom KOrper in der Regel noch gut toleriert wird, treten bei
langerer Behandlung und insbesondere bei innerlicher Gabe
des Wirkstoffs unerwilinschte Nebenwirkungen auf. Die inner-
liche Gabe des Wirkstoffes hat zwei wesentliche Nebenwir-
kungen. So fordert Hydrocortison zum einen die Wasserriick-
aufnahme aus dem Urin ins Blut. Dadurch vergrdbBert sich die
Blutmenge, der Druck in den BlutgefdBen erhdht sich und da-
mit der Blutdruck. Auf diese Weise kann es auch dauerhaft
zu Bluthochdruck kommen. Zum anderen kann Hydrocortison
Herzrhythmusstdrungen ausldsen. Hydrocortison steigert die
Kaliumausscheidung mit dem Urin. So kann ein Kalium-Mangel
entstehen, der Herzrhythmusstdrungen beglinstigt. Deshalb
werden solche Praparate in der klinischen Praxis iiblicher-
weise nur ab dem sechsten Lebensjahr und maximal zwei Wo-

chen lang angewendet.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein wirksames
Antiphlogistikum und/oder Immunsuppressivum als Alternative
oder Ergdnzung zu aus dem Stand der Technik bekannten An-
tiphlogistika oder Immunsuppressiva wie Hydrocortison zur

Verfigung zu stellen.

Geldst wird diese Aufgabe durch die in den unabhdngigen An-
spruichen beanspruchten Zusammensetzungen und Verwendungen,
wobel vorteilhafte Ausfiihrungsformen der Erfindung in den
Unteranspriichen offenbart sind. Dass diese Aufgabe in der
Tat geldst wird, belegen die in-vitro und in-vivo Versuchs-

ergebnisse zu der antiphlogistischen und antiinflammatori-
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schen Wirkung von Delphinidin und Delphinidin-
Sulfoethylether—-pf-Cyclodextrin in den erfindungsgemélen

Beispielen 6-11.

Zundchst seien einige im Rahmen der Erfindung verwendete

Begriffe erlautert.

Der erfindungsgemdlRe Komplex oder die erfindungsgemdle Zu-

sammensetzung werden zur Behandlung eines Objekts oder In-

dividuums eingesetzt, das an einer Indikation leidet

und/oder einer prophylaktischen Behandlung bedarf, die vor-

zugswelise ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus

- entziindlichen Zustdnden oder entzindlichen Erkrankungen,

- mit entzindlichen Gewebeverdnderungen assozierte Erkran-
kungen,

— AbstoRungsreaktionen nach einer Transplantation und

— Autoimmunerkrankungen.

~Entziindliche Zustdnde oder entziindliche Erkrankungen” im
Sinne der vorliegenden Erfindung umfassen Indikation wie
beispielsweise rheumatoide Arthritis, chronische Polyarth-
ritis, juvenile idiopathische Arthritis, Spondylitis, Oste-
oarthritis, Sepsis, Septischer Schock, Zerebrale Malaria,
eine chronisch entziindliche Lungenerkrankung, Silikose,
Sarkoidose, Reperfusionssyndrom, neurodegenerative oder
neuroinflammatorische Erkrankungen, wie Crohn’sche Erkran-
kung, Multiple Sklerose und Parkinson, Colitis ulzerosa,
Fieber bei Infektionen und auch Depressionen, die ebenfalls
durch entziindliche Gewebereaktionen verursacht werden [Pace
et al. (2006), Inreased stress-induced inflammatory re-
sponses 1in male patients with major depression and in-
creased early life stress. Am. J. Psychiatry. 163(9):1630-
37.
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Inflammatorische Reaktionen sind ebenfalls im Zuge einer
myokardialen und/oder zerebralen Minderdurchblutung (Ischid-
mie), insbesondere nach wiederhergestellter Durchblutung
(Reperfusion), zu beobachten, bei der die nekrotische
Schwellung der Zellen zum Aufbrechen der Zellmembran und
damit einhergehender Freisetzung der Bestandteile des Zy-
toplasmas kommt, welche eine inflammatorische Reaktion ver-
ursachen. Dem erfindungsgemidlen Komplex oder der erfin-
dungsgeméBen Zusammensetzung kommt damit erfindungsgemil
auch eine Verwendung zu, die als Gewebe- und/oder Organpro-
tektion im Kontext von zerebraler und/oder myokardialer
Ischdmie angesehen werden kann und mit den klinischen
Krankheitsbildern des Schlaganfalls und des Myokoardin-
farkts korrelieren. GemdR einer bevorzugten Ausfiihrungsform
der Erfindung wird durch die Verwendung des erfindungemélen
Komplexes oder der erfindungemidlen Zusammensetzung von dem
betroffenen Gewebe oder Organ zusdtzlicher Schaden (Reper-—
fusionsparadox) abgewendet bzw. gemildert, wie in den Un-

tersuchungen des Ausfiihrungsbeispiels 10 belegt.

Von den Atherosklerose assoziierte Erkrankungen, unter die
insbesondere Schlaganfall, koronare Herzkrankheit (KHK) und
periphere arterielle Verschlusskrankheit subsumiert werden,
sind Menschen in den Industrieldndern im erheblichen MaRe
betroffen. Derzeit sterben jadhrlich mehr als 7 Millionen
Menschen an den Folgen ischdmischer Herzkrankheiten. KHK
verursacht eine mangelhafte Durchblutung und damit einher-
gehende nicht ausreichende Versorgung des Herzmuskels mit
Sauerstoff (myokardiale Ischédmie), mit der Folge, dass es
zu Myokardinfarkt und Herztod kommen kann. Die KHK wird in
6 Verlaufsformen unterteilt: die stabile Angina pectoris,

das akute Koronarsyndrom (instabile Angina pecto-
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ris/Herzenge und akuter Myokardinfarkt/Herzinfarkt), der
pldtzliche Herztod, die chronische Herzinsuffizienz, Herz-
rhythmusstdrungen sowie die stumme Myokardischédmie. Mit
fortschreitender myokardialer Ischamie folgt der Zellunter-
gang der Kardiozyten durch ,zufdlligen” (Nekrose) und ,pro-
grammierten” (Apoptose) Zelltod, wobei die nekrotische
Schwellung der Zellen zum Aufbrechen der Zellmembranen un-
ter Freisetzung der fiir die inflammatorische Reaktion ver-—

antwortlichen Zytoplasmabestandteile fiihrt.

Unter ,mit entziindlichen Gewebeverédnderungen assoziierte
Erkrankungen” fallen Indikationen wie aus der Gruppe beste-

hend aus Alzheimer, Parkinson und Krebs.

Der Begriff ,Objekt” umfasst lebende Tiere und Menschen.

Der Begriff ,Zusammensetzung umfassend einen Komplex aus
Delphinidin und einem Sulfoalkylether-f-Cyclodextrin
und/oder Delphinidin oder dessen Salze” schlieBlt die Zusam-
mensetzung als Monopradparat, d.h. ohne weitere therapeu-
tisch aktive Komponenten ein. Alternativ kann die Zusammen-
setzung mindestens eine weitere therapeutisch aktive Sub-
stanz umfassen. Diese weitere therapeutisch wirksame Sub-
stanz ist vorzugsweilse ausgewdhlt aus der Gruppe der An-—
tiphlogistika, der Antikdrper gegen inflammatorische Zyto-
kine, der 16slichen Rezeptoren inflammatorischer Zytokine
oder der Immunosuppressiva und besonders bevorzugt ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus Acetylsalicylsdure, Dic-
lophenac, Indometacin, Ciclosporin, Azathioprin, Bortezo-
mib, Melphalan, Prednison, Vincristin, Carmustin, Cyc-
lophosphamid, Dexamethason, Thalidomid, Doxorubicin, Cis-

platin, Etoposid und Cytarabin.
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf Verfahren
zur Behandlung eines Objekts, das an einem entziindlichen
Zustand oder einer entziindlichen Erkrankung, an einer mit
entziindlichen Gewebeverdnderungen assozierten Erkrankung,
einer AbstoBungsreaktion nach einer Transplantation oder
einer Autoimmunerkrankung leidet, wobei dem Objekt eine
therapeutisch wirksame Menge der erfindungsgemdlBen Zusam-
mensetzung verabreicht wird. Wie bereits erwdhnt, kann die
erfindungsgemale Zusammensetzung allein oder in Kombination
mit mindestens einem anderen therapeutischen Mittel verab-
reicht werden. Die erfindungsgemdfBe Zusammensetzung kann
gleichzeitig mit dem anderen therapeutischen Mittel, wel-
ches Bestandteil derselben Zusammensetzung sein kann oder
in einer anderen Zusammensetzung bereitgestellt wird, ver-
abreicht werden. Alternativ kann die erfindungsgemédle Zu-
sammensetzung vor oder nach der Verabreichung des anderen
therapeutischen Mittels verabreicht werden. Die erfindungs-
gemédBe Zusammensetzung kann iiber den gleichen oder einen
anderen Verabreichungsweg wie das andere therapeutische

Mittel verabreicht werden.

Der Begriff ,Behandlung” bedeutet im Sinne der vorliegenden
FErfindung das ganze oder teilweise Erreichen der nachfol-
gend genannten Ergebnisse: Ganze oder teilweise Reduktion
des Krankheitsbildes; Verbesserung mindestens eines der
klinischen Symptome oder mit der Krankheit assoziierten In-
dikatoren; Verzdgerung, Unterdriickung oder Schutz wvor dem
Fortschreiten der Krankheit; oder ganze oder teilweise Ver-
zOgerung, Unterdrickung oder Schutz vor dem Ausbrechen oder
Entstehung der Krankheit. Das zu behandelnde Objekt ist ein
Mensch oder Tier, vorzugsweise ein Saugetier. Die veteri-
narmedizinische Behandlung umfasst neben der Behandlung von

Nutz—- oder Wildtieren (z.B. Schafe, Katzen, Pferde, Kilihe,
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Schweine) auch Labortiere (z.B. Ratten, Mause, Meerschweil-

ne, Affen).

Die erfindungsgemdfle Zusammensetzung wird vorzugsweise als
pharmazeutische Zusammensetzung bereitgestellt und verab-
reicht. Der Begriff ,pharmazeutische Zusammensetzung” um-
fasst ein oder mehrere Wirkstoffe und ein oder mehrere
inerte Inhaltstoffe, die als Trédger fiir den Wirkstoff bzw.
die Wirkstoffe fungieren. Die pharmazeutischen Zusammenset-—
zungen erlauben es, den erfindungsgemédBen Komplex oder die
erfindungsgemidle Zusammensetzung oral, rektal, parenteral,
einschlieBlich intraperitoneal, perkutan, subkutan, intra-
muskuldr, intravends, ophthalmisch, pulmonal oder nasal zu
verabreichen. Eine parenterale Verabreichungsform kann bei-
spielsweise eine Tablette, Kapsel, LOsung, Suspension oder
Dispersion sein. Eine ophthalmische, pulmonale oder nasale
Verabreichungsform kann beispielsweise ein Aerosol, Ldsung,
Creme, Paste, Lotion, Gel, Salbe, Suspension oder Dispersi-
on sein. Entsprechende Techniken fir die Formulierung und
Verabreichung sind aus dem Stand der Technik bekannt, siehe
beispielsweise ,Remington’s Pharmaceutical Sciences” (Mack
Publishing Co, Easton Pa.). Zum Beispiel k&nnen die erfin-
dungsgemdben Zusammensetzungen einem Subjekt intravends
mittels eines pharmazeutisch akzeptablen Tradgers (z.B. phy-
siologische Salzldsung) verabreicht werden. Fiir die Injek-
tion bietet sich eine Formulierung in wassriger L&sung,
vorzugsweise in physiologisch akzeptablen Puffern an (z.B.
Hanks-Losung, Ringer-L&sung oder physiologisch gepufferte
Salzldsung). Fir die parenterale Verabreichung, einschliel-
lich der intravendsen, subkutanen, intramuskuldren und
intraperitonealen Verabreichung, kommt ebenfalls eine wass-—
rige oder &lige LOsung oder eine Feststoffformulierung in

Betracht. Der Anteil des aktiven Wirkstoffs in der pharma-
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zeutischen Zusammensetzung kann variieren und liegt ibli-
cherweise zwischen 2 und 60 Gew.-% der Verabreichungsein-
heit. Der Wirkstoffanteil ist entsprechend so ausgewdhlt,
dass eine wirksame Dosis erreicht wird. Gemdl einer bevor-
zugten Ausfihrungsform der Erfindung wird das Delphinidin
oder dessen Salze und/oder der Komplex aus Delphinidin und
dem Sulfoalkylether—pB-Cyclodextrin in einer galenischen ZzZu-

bereitung zur kontrollierten und/oder zeitverzdgerten Frei-

setzung des Delphinidins eingesetzt.

»3alz” oder ,pharmazeutisch akzeptables Salz*” steht fiir
jegliches unter pharmazeutischen Gesichtspunkten akzeptab-
les Salz einer Verbindung vorliegender Erfindung, welches
den pharmazeutisch wirksamen Wirkstoff oder dessen aktives
Metabolit nach der Verabreichung freigeben kann. Salze der
Zusammensetzungen und Komplexe der vorliegenden Erfindung
kénnen von anorganischen oder organischen Sduren und Basen

abgeleitet sein.

Das Anthocyanidin Delphinidin kann in ,Reinform” oder ,ge-
reinigt” verwendet werden, was bedeutet, dass ungewliinschte

Komponenten entfernt wurden.

~Anthocyanidine” weisen die nachfolgend wiedergegebene

Grundstruktur auf.
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Die Substituenten in dieser Formel sind ausgewdhlt aus der

Gruppe bestehend aus Wasserstoff, Hydroxygruppe und Metho-

Xygruppe.

Cyclodextrine, die mit dem Anthocyanidin Delphinidin erfin-

dungsgemdl komplexiert sein kdnnen, sind zyklische Oligo-

saccharide aus 0-1,4-glvkosidisch verkniipften Glukosemole-
kiilen. B-Cyclodextrin besitzt sieben Glukoseeinheiten. Bei
einem Sulfoalkyether-B-Cyclodextrin sind Hydroxygruppen der
Glukoseeinheit in einem Sulfoalkylalkohol verethert. Erfin-
dungsgemdl ist in der Regel lediglich ein Teil der 21
Hydroxygruppen eines B-Cyclodextrins verethert. Die Her-
stellung von Sulfoalkyethercyclodextrinen ist dem Fachmann
geldufig und beispielsweise in US 5,134,127 oder WO
2009/134347 A2 beschrieben.

Sulfoalkyethergruppen werden bei Cyclodextrinen im Stand
der Technik zur Erh8hung der Hydrophilie beziehungsweise
Wasserldslichkeit eingesetzt. Sulfoalkylethergruppen tragen
in besonderem Male zur Erhdhung der Stabilitdt des Komple-
xes aus Anthocyanidinen und dementsprechend substituiertem
B-Cyclodextrin bei, so dass damit die Lagerstabilitdt und
Formulierbarkeit der besonders oxidationsempfindlichen
Anthocyanidine wesentlich verbessert wird. Der erfindungs-—
gemédfBe Komplex kann als lagerstabile wédssrige LOsung oder
Feststoff formuliert werden, wie unten noch ndher gezeigt

werden wird.

Erfindungsgemdl besonders bevorzugt ist die Komplexierung
des Wirkstoffs Delphindin mit einem Sulfoethylether-R-
Cyclodextrin, was ilberraschenderweise die LOslichkeit und
Stabilitdt des Wirkstoffs erhdht. Ein den Schutzbereich

nicht beschrédnkender Erklarungsversuch hierfiir ist, dass
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die negativ geladenen Sulfoethyleinheiten mit den positiv
geladenen Anthocyanidin Delphinidin elektrostatisch wech-
selwirken und unter den Alkylgruppen die Ethylgruppe die
optimale Lange besitzt, um sterisch eine entsprechende
Wechselwirkung zu ermdglichen. An dieser Stelle sei ange-—
merkt, dass keine allgemein gililtige Aussage getroffen wer-
den kann, dass ein beliebiger Wirkstoff, beispielsweise
Delphinidin, im Komplex mit einem Sulfoalkylether-f3-
Cyclodextrin zu einer Verbesserung der L&slichkeit und Sta-
bilitdt fiihrt. Beispielhaft verwiesen sei an dieser Stelle
auf Tabelle 1 in Ueda et al., ,Evaluation of a Sulfobutyl
Ether B-Cyclodextrin as a Solubizing/Stabilizing Agent for
Several Drugs”, Drug Development and Industrial Pharmacy,
24(9), 863-867 (1998), in der die L&slichkeiten verschiede-
ner Wirkstoffe allein, im Komplex mit Sulfobotylether-{-
Cyclodextrin und im Komplex mit B-Cyclodextrin gegeniiberge-
stellt sind. Aus den dort dargestellten L&slichkeitswerten
(SBE7-B3-CD vs. [(B-CD) erkennt man, dass bei einem Drittel
der untersuchten Wirkstoffe im Komplex mit Solfobotylether-—
R-Cyclodextrin genau das Gegenteil der Fall ist, d.h. der
Komplex aus Wirkstoff und Sulfobotylether-f-Cyclodextrin
eine signifikant geringere L&slichkeit gegeniiber dem Kom-

plex mit B-Cyclodextrin zur Folge hat.

Bevorzugt betrdgt der Substitutionsgrad des Cyclodextrins
mit Sulfoalkylethergruppen 3 bis 8, weiter vorzugsweise 4
bis 8, weiter vorzugsweise 5 bis 8, weiter vorzugsweise 6
bis 7. Ebenfalls verwendbar sind Sulfobutylether-B-
Cyclodextrine mit gleichem Substitutionsgrad, so sind ent-
sprechende Cyclodextrine mit einem mittleren Substitutions-
grad von 6 bis 7 beispielsweise in der genannten WO
2009/134347 A2 beschrieben und unter dem Handelsnamen Cap-—

tisol® kommerziell erhdltlich. Ebenfalls verwendbar sind
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entsprechende Cyclodextrine mit einem Substitutionsgrad von

4 bis 5, beispielsweise 4,2.

Das erfindungsgemdB in reiner, Salz- oder komplexierter
Form verwendete Anthocyanidin ist Delphinidin. Die chemi-
sche Struktur entspricht der oben wiedergegebenen Formel

mit dem folgenden Substitutionsmuster

R RY R’ R R’ R

Delphinidin -0H -0H -0H -0H -0H -H -0H

Gegenstand der Erfindung ist ferner eine wassrige LOsung
der erfindungsgemdlen Zusammensetzung zur Verwendung als

Medikament gemdl den Anspriichen.

Die Herstellung des erfindungsgemédlen Komplexes sowie einer

entsprechend wdssrigen L&sung umfasst die folgenden Schrit-

te:

a) Herstellen einer widssrigen LOsung des Sufoalkylether-[R-
Cyclodextrins,

b) Zugabe des Anthocyanidin Delphinidin und Vermischen zur

Herstellung des Komplexes.

In Schritt a) wird bevorzugt eine widssrige L&sung herge-
stellt, die 5 bis 10 Gew.-% des verwendeten Cyclodextrins
enthdlt. Besonders bevorzugt ist es im Rahmen der Erfin-
dung, wenn der pH-Wert der widssrigen L&sung wadhrend oder
nach, bevorzugt jedoch vor der Zugabe des Delphinidins auf
einen pH-Wert von 7 oder weniger, vorzugsweise 6 oder weni-
ger, weiter vorzugsweise 5 oder weniger, weiter vorzugsweil-
se 4 bis 5, eingestellt wird. Es hat sich gezeigt, dass bei
diesem pH-Wert sich eine hdhere Konzentration des Komplexes

in wassriger LOsung einstellen lasst.
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Die Konzentration des Delphinidins berechnet als Chlorid,
betrdgt vorzugsweise wenigstens 0,5 mg/ml, weiter vorzugs-—
weise wenigstens 1,0 mg/ml, weiter vorzugsweise wenigstens
1,5 mg/ml, weiter vorzugsweise 2,0 mg/ml. Der besonders be-
vorzugte Konzentrationsbereich von wenigstens 2,0 mg/ml
ldsst sich im Rahmen einer bevorzugten Ausfiihrungsform ins-
besondere einstellen in einer wassrigen LOsung mit einem

pH-Wert zwischen 4 und 5.

Im Rahmen der Herstellung kann das Vermischen der Bestand-
teile der wadssrigen Losung durch Rithren geschehen, bevor-
zugte Zeitrdume filir das Vermischen sind 2 bis 20 h. Bevor-
zugt wird im Dunkeln gearbeitet, um eine lichtinduzierte

Oxidation zu vermeiden.

Fin weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Feststoff zur
Verwendung als Medikament, der erfindungsgemdl erhaltlich
ist durch Entfernen des LOsungsmittels aus einer oben be-
schriebenen erfindungsgemdlen wdssrigen L&sung. Das Entfer-
nen kann bevorzugt durch Gefriertrocknung (Lyophilisation)
erfolgen. Sowohl die erfindungsgemile wadssrige medikamentd-
se LOsung als auch der medikamentdse Feststoff besitzen ei-

ne hohe Lagerstabilitét.

Die Erfindung soll nun im Folgenden weiter in den Beispie-
len unter Bezug auf die beigefiigten Figuren beschrieben

werden, ohne auf diese beschrdnkt zu sein.

Figur 1 zeigt das in-vitro Wirkungsprofil der prophylak-
tischen und/oder mit Lipopolysaccharid (LPS)
gleichzeitigen Verabreichung von Delphinidin auf

Zellen im Vergleich zu nur mit LPS (Kontrolle)
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Figur 2a

Figur 2b

Figur 3

Figur 4

Figur 5

Figur 6
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behandelten Zellen.

zeigt das in-vitro Wirkungsprofil der mit Lipo-

polysaccharid (LPS) gleichzeitigen Verabreichung
von Delphinidin oder Hydrocortison auf Zellen im
Vergleich zu nur mit LPS (Kontrolle) behandelten

Zellen.

zeigt das in-vitro Wirkungsprofil der mit Lipo-
polysaccharid (LPS) gleichzeitigen Verabreichung
von Delphinidin auf Zellen im Vergleich zu nur

mit LPS (Kontrolle) behandelten zellen.

zeigt das in-vitro Wirkungsprofil von Delphini-
din auf Zellen bei Verwendung verschiedener
Delphinidinkonzentration im Vergleich zu mit

Hydrocortison behandelten Zellen.

zeigt den Einfluss von Delphinidin und Dexa-
methason auf die mRNA Expression von Ccl7 [Che-
mokine (C-C motif) ligand 7] in cEND Zellen nach
TNFo [Tumor Necrosis Factor o] Behandlung bzw.

unbehandelten Zellen in vitro.

zeigt den Einfluss von Delphinidin auf die mRNA
Expression des Tight junction Proteins Claudin-5
in cEND Zellen nach TNFa [Tumor Necrosis Factor
o] Behandlung bzw. unbehandelten Zellen in

vitro.

zeigt den in-vivo Einfluss von intraplantar ver-—
abreichten Delphinidin-Sulfoethylether-f-

Cyclodextrin auf eine CFA (Complete Freund’s Ad-
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juvant) -induzierte Entziindung der Rattenhinter-
pfote.

Figur 7 zeigt das in Beispiel 10 angewendete akute in
vivo Maus-Herzinfarktmodell mit Zeitverlauf und
den betroffenen Herzbereichen.

Figur 8 zeigt L&slichkeiten von DelphinidinSBECD.

Figur 9 zeigt das Versuchsprotokoll der Anwendung von
DelphinidinSBECD in dem Modell gem&B Figur 7.

Figur 10 zeigt die HerzinfarktgroBe als Prozentwert des
ischdmischen Bereichs fiir DelphinidinSBECD im

Vergleich zu der Kontrollgruppe.

Beispiele

I. Herstellung eines Komplexes aus Delphinidin und Cyclo-

dextrinen

1. Eingesetzte Materialien:

Die nachfolgenden Cyclodextrine werden verwendet:

0—CD ID No: CYL-2322
R-CD ID No: CYL-3190
y—-CD ID No: CYL-2323
(2-Hydroxypropyl)-BR-CD ID No: L-043/07
Sulfobutylether-R-CD ID No: 47K010111

Delphinidinchlorid wurde von der Firma Extrasynthese erwor-

ben.

2. Bestimmung des Delphinidingehalts
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Zur Bestimmung des Gehalts von Delphinidinchlorid in den
delphinidinhaltigen Zusammensetzungen wurde ein Reverse-
phase HPLC-Verfahren verwendet. Dabei wurden folgende Rea-

genzien eingesetzt:

Gereinigtes Wasser
Methanol fir die Chromatographie
Ameisensdure, p. a.

1 M Salzsdure als volumetrische L&sung.

Als Sdule wurde eine Waters X Bridge™ C18,35 pl, 150 mm x
4,6 mm verwendet.

Die mobilen Phasen waren wie folgt:
Kanal A: Wasser 950 ml, Methanol 50 ml, Ameisensdure 10 ml

Kanal B: Wasser 50 ml, Methanol 950 ml, Ameisensdure 10 ml

Folgendes Gradientenprogramm wurde verwendet:

Zeit [min] Prozent Kanal B
0 0

5 0

25 60

30 100

Stoppzeit: 35 min

Nachlaufzeit (posttime): 8 min

Flussrate: 1 ml/min
Injektionsvolumen: 20 ul
Sdulentemperatur: 30°C +/- 2°C
UV-Vis Detektor: 530 um fir den Assay, 275 um zur Detektion
von Verunreinigungen

Integrator: Fléache

L6sungen und Probenvorbereitung:
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Verdinnungsldsung 1: Mischung aus 100 ml Methanol und 2,6

ml M HCL

Verdinnungsldsung 2: Mischung aus 100 ml 40 prozentiger

Methanol und 2,6 ml 1 M HCL

Kalibrierungsldsung: Eine Referenzldsung von Delphinidin
wurde durch Einwiegen von 10 mg Delphinidinchlorid in einen
10 ml Kolben und L&sen in Verdiinnungsldsung 1 hergestellt.
Nach dem L&sen wurde ungefdahr 10fach verdiinnt mit Verdin-
nungsldsung 2 zur Herstellung einer ungeféhren Konzentrati-

on von 0,1 mg/ml.

Die Kontrollkalibrierungsldsung wurde auf die gleiche Art
und Weise hergestellt. Die Kalibrierungsldsungen wurden so-
fort mittels HPLC analysiert, da Delphinidinchlorid in L&-

sung instabil ist.

Herstellung der Priufldsungen:

Zur Bestimmung des Delphinidingehalts erfindungsgemdl her-
gestellter Feststoffe (Herstellung siehe weiter unten) wur-
den etwa 50 mg dieser Zusammensetzung in einem 10 ml Kolben
eingewogen. Anschlielend wurde in Verdiinnungsldsung 2 ge-
16st und mit der gleichen Verdinnungsldsung 2 weiter ver-—
dinnt bis zur Einstellung einer ungefdhren Delphinidinkon-

zentration von 0,1 mg/ml.

Die Bestimmung des Delphinidingehalts in den Proben wurde
berechnet unter Zuhilfenahme der Agilent ChemStation Soft-
ware unter Verwendung der Kalibrierung mit dem beschriebe-

nen externen Standard.
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Beispiel 1: Komplexierung von Delphinidin mit SBE-R-CD

In diesem Beispiel wird die Komplexierung von Delphinidin
durch verschiedene Cyklodextrine und die L&slichkeit des

Komplexes in wassriger L&sung untersucht.

Es wurden neutrale wdssrige Losungen hergestellt, die 10
Gew.—-% des jeweiligen Cyclodextrines enthalten. Bei [-CD
wurde auf Grund der mangelnden Loslichkeit eine Konzentra-

Q

tion von lediglich 2 Gew.-% gewahlt.

Je 5 ml der wassrigen Cyclodextrinldsungen und von reinem
Wasser wurden in Glaskolben gefiillt. AnschlieBend wurde ein
Uberschuss Delphinidinchlorid zugegeben. Die erforderliche

Uberschussmenge war 10 mg fiir die L&sungen von 0—, B- und

Y-Cyclodextrin und 15 mg fiir die L&sungen von HPBCD (2-

Hydroxypropyl-R-Cyclodextrin) und SBE-R-CD.

Die Suspensionen wurden fiir 20 h bei 30° C im Dunkeln ge-
riihrt. AnschlieBend wurde filtriert durch einen Membranfil-

ter mit 0,22 um PorengroBe.

Die erzielbaren L&slichkeiten sind in der nachfolgenden Ta-

belle 1 wiedergegeben.

Cyclodextrin Cyclodextrin- Delphinidinchlorid
Konzentration

- 0 0.07 mg/ml

o—CD 10 % 0.14 mg/ml

B-CD 2 % 0.05 mg/ml

Y-CD 10 % 0.21 mg/ml

HPBCD 10 % 0.19 mg/ml
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SBE-B-CD 10

o°

0.66 mg/ml

Man erkennt, dass die Komplexierung und die dadurch bewirk-
te Loslichkeitserhdhung fiir SBE-B-CD weit besser ist als

fliir die anderen Cyclodextrine.

Beispiel 2: Einfluss des pH-Wertes

In diesem Beispiel wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die
Loslichkeit eines Delphinidin-SBE-R-CD in wassriger Ldsung
untersucht. Nach der Vorschrift von Beispiel 1 wurden wéss-
rige Losungen von SEB-R-CD hergestellt, diese LOsungen je-
doch mit 1 M HCL auf die in Tabelle 2 genannten sauren pH-
Werte eingestellt. AnschlieRend wurde Delphinidinchlorid

nach der Vorschrift des Beispiels 1 zugegeben und weiterge-
arbeitet, als einzige Abweichung wurde die Riihrzeit auf 2,5
h begrenzt. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabel-

le 2 wiedergegeben.

PH Delphinidinchlorid
6.0 0.60 mg/ml
4.8 2.12 mg/ml
4.1 2.03 mg/ml

Man erkennt, dass bei pH-Werten zwischen 4 und 5 die LOs-—
lichkeit des komplexierten Delphinidinchlorids sich etwa um

den Faktor 3 gegeniiber einem neutralen pH-Wert erh&ht.

Beispiel 3 Herstellung eines erfindungsgemdlen Feststoffs

In diesem Beispiel wird ein erfindungsgemédler Komplex als

Feststoff formuliert. Zu Vergleichszwecken werden ein
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Delphinidin/HPBCD Komplex sowie eine Delphini-

din/Stéarkeformulierung als Festsoff zubereitet.

Beispiel 3.1: Delphinidin/SBE-R-CD

5 g SEB-B-CD wurden in 40 ml destilliertem Wasser zu einer
klaren L&sung geldst. Der pH-Wert der L&sung wurde mittels
1 M HCL auf 4,8 eingestellt. AnschlieBend wurden 0,11 g
Delphinidinchlorid hinzugefigt und 2 h bei 27°C im Dunkeln
geriihrt. Die homogene Fliissigkeit wurde durch einen Cellu-
losenitratmembranfilter mit einer Porengrdle von 0,45 pm
vakuumfiltriert. Die L&sung wurde gefroren und anschlieBend
gefriergetrocknet bei -48°C und einem Druck von etwa 10,3
Pa (77 mTorr). Das Lyophilisat wurde gemahlen und durch ein

Sieb von 0,3 mm Maschenweite gesiebt.

Beispiel 3.2: Delphinidin/HPRBCD

Es wurde in gleicher Weise wie Beispiel 3.1 gearbeitet, je-
doch wurde bei der Filtration eine signifikante Menge Mate-
rial abfiltriert, was darauf hindeutet, dass die Solubili-
sierung deutlich weniger effektiv war als bei Verwendung

von SBE-R-CD gemdR Beispiel 3.1.

Beispiel 3.3 Delphinidin/Stadrkeformulierung

5 g Starke wurde in 40 ml destilliertem Wasser suspendiert.
Man erhielt eine weiBe Suspension. Der pH-Wert der L&sung
wurde mit 1 M HCL auf 4,6 eingestellt. AnschlieBend wurde
0,11 g Delphinidinchlorid zugegeben und fir 2 h bei 27° C
im Dunkeln geriihrt. Die erhaltene homogene Fliissigkeit wur-—
de wie in Beipiel 3.1 gefriergetrocknet, gemahlen und ge-

siebt.
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Beispiel 3.1 ist erfindungsgemdl, bei den Beispielen 3.2

und 3.3 handelt es sich um Vergleichsbeipiele.

Beispiel 4: Stabilitadtsversuche

Die Feststoffe gemdl den Beipielen 3.1 bis 3.3 wurden unter

folgenden Bedingungen gelagert:

- 8 Tage bei Raumtemperatur in braunen, verschraubten
Glasbehdaltern,
- anschlieBend 22 Tage bei Raumtemperatur in Glasbehdl-

tern unter Sauerstoffatmosphdre im Dunkeln.

Die letzen 22 Tage der oben beschriebenen Lagerung wurden
in Glasviolen mit einem Volumen von 20 ml durchgefiihrt. Je-
weils 250 mg der vorher bereits fiir 8 Tage gelagerten Pro-
ben wurden dort eingefiillt, die Violen wurden mit einem
Gummistopfen verschlossen und abgedichtet. Mittels zwei In-
jektionsnadeln wurde der Kopfraum der Violen mit reinem
Sauerstoff gespiilt. Die Proben wurden anschlieBend im Dun-

keln gelagert.

Der Delphinidingehalt der Feststoffe (berechnet als Delphi-
nidinchlorid und angegeben in Gew.-%) wurde mittels der
oben beschriebenen HPLC-Methode bestimmt. Die Ergebnisse

finden sich in der nachfolgenden Tabelle 3.

Zeitablauf [Tage]
Start 2 8 19 30
Beispiel 3.1 1.69 1.52 1.55 1.40 0.93
Beispiel 3.2 1.30 1.20 1.14 1.03 0.68
Beispiel 3.3 1.60 1.59 1.56 1.53 1.15
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Die Ergebnisse zeigen, dass sich erfindungsgemdl ein Delpi-
nidinkomplex herstellen ladsst, der selbst unter reiner Sau-
erstoffatmosphdre eine hohe Stabilitdt und damit gute La-
gerfdhigkeit besitzt. Der Komplex besitzt ferner eine gute
Loslichkeit in wadssrigen, insbesondere leicht sauren L&sun-
gen, sodass sich Delphinidin erfindungsgemdl auf vielfalti-
ge Art und Weise formulieren ldsst. Die Stabilitdat des er-
findungsgemdlben Feststoffes ist dhnlich gut wie eine Formu-
lierung mit Stédrke (Beispiel 3.3), dieses Vergleichsbei-
spiel lasst sich allerdings nicht in einer wadssrigen LOsung

formulieren.

Beispiel 5: Stabilitdtsversuche in wassriger Ldsung

Zur Bestimmung des Gehalts von Delphinidinchlorid in den
delphinidinhaltigen L&sungen wurde ein Reverse Phase HPLC-
Verfahren dhnlich dem oben bereits beschriebenen verwendet.

Dabei wurden folgende Reagenzien eingesetzt:

Gereinigtes Wasser
Methanol fir die Chromatographie
Armeisensdure, p. a.

1 M Salzsdure als volumetrische L&sung.

Als Sdule wurde eine Waters X Bridge™ C18, 35 pl, 150 mm x

4,6 mm verwendet.
Die mobilen Phasen waren wie folgt:
Kanal A: Wasser 770 ml, Methanol 230 ml, Armeisensdure 10 ml

Kanal B: Wasser 50 ml, Methanol 950 ml, Armeisensdure 10 ml

Folgendes Gradientenprogramm wurde verwendet:



10

15

20

25

WO 2014/075935 PCT/EP2013/072856

23
Zelt [min] Prozent Kanal B
0 0
5 0
20 20
25 100
Stoppzeit: 25 min
Nachlaufzeit (posttime): 8 min

Flussrate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 20 ul

Sdulentemperatur: 30°C +/- 2°C

UV-Vis Detektor: 530 um fir den Assay, 275 um zur Detektion
von Verunreinigungen

Integrator: Fléache

L6sungen und Probenvorbereitung:

Verdinnungsldsung 1: Mischung aus 100 ml Methanol und 2,6

ml 1 M HCL

Verdiinnungsldsung 2: Mischung aus 100 ml 50 %$igem

Methanol und 2,6 ml 1 M HCL

Kalibrierungsldsung: Eine Referenzldsung von Delphinidin
wurde durch Einwiegen von 10 mg Delphinidinchlorid in einen
10 ml Kolben und L&sen in Verdiinnungsldsung 1 hergestellt.
Nach dem L&sen wurde ungefahr 10fach verdiinnt mit Verdin-
nungsldsung 2 zur Herstellung einer ungeféhren Konzentrati-

on von 0,1 mg/ml.
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Die Kontrollkalibrierungsldsung wurde auf die gleiche Art
und Weise hergestellt. Die Kalibrierungsldsungen wurden so-
fort mittels HPLC analysiert, da Delphinidinchlorid in L&-

sung instabil ist.

Herstellung der Priufldsungen:

Zur Bestimmung des Delphinidingehalts einer erfindungsgemid-
Ben wéadssrigen LOsung wurden Delphinidin/SBE-R-CD des Bei-
spiels 3.1 (erfindungsgemédfl) und Delphinidin (Vergleichs-
beispiel in 0,9 %$iger NaCl-L&sung geldst bis zur Einstel-
lung einer Startkonzentration (bezogen auf das Delphinidin)
von 1,584 mg/ml (erfindungsgemdlies Beispiel) bzw. 0,0216
mg/ml (Vergleichsbeispiel). Die L&sungen wurden bei Raum-
temperatur hergestellt und anschlielend bei 37°C im Dunkeln

in verschlossenen Violen gelagert.

Nach 1, 2, 3 und 4 h wurde der Delphinidingehalt bestimmt.
Die nachfolgende Tabelle gibt den ermittelten Gehalt als

Prozentanteil der oben genannten Startkonzentration an.

Zeit [h] | Delphinidin unkomplexiert | Delphinidin/SBE-R-CD
0 100% 100%
1 8,3% 80, 7%
2 6,5% 74,5%
3 5,6% 64, 7%
4 5,1% 62,8%

Die Bestimmung des Delphinidingehalts in den Proben wurde
berechnet unter Zuhilfenahme der Agilent ChemStation Soft-
ware unter Verwendung der Kalibrierung mit den beschriebe-

nen externen Standard.
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IT. Antiphlogistische und antiinflammatorische Wirkung von
Delphinidin und Delphinidin-Sulfoethylether-p-Cyclodextrin

in-vitro und in-vivo

Beispiel 6: In-vitro Wirkungsprofil der prophylaktischen
und/oder mit Lipopolysaccharid (LPS) gleichzeitigen Verab-
reichung von Delphinidin auf Zellen im Vergleich zu nur mit

LPS (Kontrolle) behandelten Zellen.

Methodik

Bei gesunden Probanden wurde mittels Immunfluoreszenz Kern-
farbung fiir NFKB die Konzentration von NFKB im Zellkern von
Monozyten nach Stimulation mit LPS und/oder Delphinidin ge-
testet und im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen ins
Verhdltnis gesetzt. NFKB wird durch unterschiedliche, vor
allem inflammatorische und stress-assoziierte Stimuli akti-
viert. Inaktive NFKB-Proteine sind im Zytosol an Inhibitor-
Proteine der IKB-Familie gebunden (Baeuerle and Baltimore,
1988, Activation of DNA-binding activity in an apparently
cytoplasmic precursor of the NF-kappa B transcription fac-
tor, Cell (53), 211-7; Baeuerle and Baltimore, 1988, I kap-
pa B: a specific inhibitor of the NF-kappa B transcription
factor, Science (242), 540-6), wobei die Stimulus-abhiangige
proteolytische Degradation verschiedener IKB-Mitglieder die
Kernwanderung von NFKB bewirkt (Ghosh et al., 1988, NF-
kappa B and Rel proteins: evolutionarily conserved media-
tors of immune responses, Annu Rev Immunol (16), 225-60)
und somit die Bestimmung das Ausmalbes der Translokation wvon

NFKB aus dem Zytosol in den Zellkern ein geeignetes Nach-
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welsmittel fir die inflammatorische bzw. antiinflammatori-

sche Wirkung zu untersuchender Zusammensetzungen ist.

Es wurde wie folgt vorgegangen und in Figur 1 von links
nach rechts dargestellt, wobei die Stimualtion/Inkubation
der Zellen (jeweils 1 ml RPMI-1640 umfassend 1 Million Zel-
len in der exponentiellen Wachstumsphase) in einer Vertie-
fung einer 24-Well-Polysterol-Zellkulturschale bei 37°C er-
folgte und die angegebenen Konzentrationen Endkonzentratio-

nen sind:

»1l,5h 10pg LPS” — Stimulation der Zellen 1,5 h mit
10pg/ml LPS (Kontrolle)

#24h Vorstim. - 24h Vorstimulation der Zellen mit 5pM
5uM Del-C1l; Delphinidinchlorid (gel&st in RPMI-
1,5h 10ug LPS“ 1640 Zellmedium) und anschlieBend 1,5h

Stimulation mit 10pg/ml LPS

»1l,5h 5uM Del-C1l 1,5h Stimulation der Zellen mit 10pg/ml
+ 10pg LPS” LPS und 5uM Delphinidinchlorid (geldst

in RPMI-1640 Zellmedium)

~24h Vorstim. - 24h Vorstimulation der Zellen mit 5pM
5uM Del-C1l; Delphinidinchlorid (gel&st in RPMI-
1,5h 5pM Del-C1“ 1640 Zellmedium) und anschlielend er-

neute Stimulation mit 5pM Delphini-
dinchlorid (geldst in RPMI-1640 Zell-

medium) fir 1,5h

~24h Vorstim. - 24h Vorstimulation der Zellen mit 5pM
5uM Del-C1l; Delphinidinchlorid (gel&st in RPMI-
1,5h 5pM Del-Cl 1640 Zellmedium) und anschlielend er-
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+ 10pg LPS” neute Stimulation mit 5uM Delphini-
dinchlorid (geldst in RPMI-1640 Zell-

medium) sowie 10pg/ml LPS fiir 1,5h

FErgebnisse

Wie aus Figur 1 ersichtlich hemmt eine prophylaktische Gabe
von 5puM Delphinidin 24h vor der Stimulation der Zellimmun-—
antwort mit LPS (schwach) die nachfolgende 1,5h LPS-
vermittelte Immunantwort(,24h Vorstim. 5uM Del-Cl; 1,5h
10pg LPS* versus ,1,5h 10pg LPS*), die Hemmung der Immun-
antwort ist geringer als bei gleichzeitiger Gabe von
Delphinidin in Kombination mit LPS (,1,5h 5uM Del-Cl + 10ug
LPS*), und kann durch prophylaktische und wiederholte Zuga-
be von 5uM Delphinidin bei der LPS-Zugabe ,24h Vorstim. 5uM
Del-Cl; 1,5h 5uM Del-Cl + 10pg LPS*) weliter verstarkt wer-
den (additiver Effekt).

Beispiel 7: In-vitro Wirkungsprofil der mit Lipopolysaccha-
rid (LPS) gleichzeitigen Verabreichung von Delphinidin oder
Hydrocortison auf Zellen im Vergleich zu nur mit LPS (Kon-

trolle) behandelten Zellen.

Methodik

Es wurde analog der Methodik in Beispiel 5 vorgegangen und
in den Figuren 2a und 2b von links nach rechts dargestellt,
wobei die Stimualtion/Inkubation der Zellen (jeweils 1 ml
RPMI-1640 umfassend 1 Million Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase) in einer Vertiefung einer 24-Well-
Polysterol-zellkulturschale bei 37°C erfolgte und die ange-

gebenen Konzentrationen Endkonzentrationen sind:
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Figur 2a:

,1,5h 10pg LPS“

»1,5h 5pM Del-Cl

+ 10pg LPS”

»1,5h
Hydrocortison +

10png LPS“

Figur 2b:
»~1,5h 10ug LPS”

,1,5h 10uM Del-
Cl + 10ug LPS“

Wie aus Figur 2a
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Stimulation der Zellen 1,5 h mit
10pg/ml LPS (Kontrolle)

1,5h Stimulation der Zellen mit 10ug/ml
LPS und 5uM Delphinidinchlorid (geldst
in RPMI-1640 Zellmedium)

Stimulation der Zellen mit 10 °M Hydro-

cortison und 10pg/ml LPS fir 1,5h

Stimulation der Zellen 1,5 h mit
10pg/ml LPS (Kontrolle)

1,5h Stimulation der Zellen mit 10ug/ml
LPS und 10uM Delphinidinchlorid (ge-
16st in RPMI-1640 Zellmedium)

FErgebnisse

ersichtlich wird die LPS-vermittelte Im-—

munantwort der Zellen bei gleichzeitiger Gabe von 5uM

Delphinidin (,1,5h 5uM Del-Cl + 10ug LPS*”) mindestens ge-

nauso gut gehemmt,

wie durch Zugabe von vergleichsweise he-

rangezogenem Hydrocortison (,1,5h Hydrocortison + 10ug

LPS").

In einem in Figur 2b dargestellten Widerholungsver-

such wurde bestdtigt, dass die LPS-vermittelte Immunantwort

der Zellen bei gleichzeitiger Gabe von 10 pM Delphinidin

(,1,5h 10pM Del-Cl + 10ug LPS*”)

signifikant verringert ist.

Beispiel 8: In-vitro Wirkungsprofil von Delphinidin auf

Zellen bei Verwendung verschiedener Delphinidinkonzentrati-

on im Vergleich zu mit Hydrocortison behandelten Zellen.
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Methodik

Es wurde analog der Methodik in den Beispielen 5 und 6 vor-—
gegangen und in Figur 3 von links nach rechts dargestellt,
wobei die Stimualtion/Inkubation der Zellen (jeweils 1 ml
RPMI-1640 umfassend 1 Million Zellen in der exponentiellen
Wachstumsphase) in einer Vertiefung einer 24-Well-
Polysterol-zellkulturschale bei 37°C erfolgte und die ange-

gebenen Konzentrationen Endkonzentrationen sind:

»1,5h 2,5pM Del-Cl“” - 1,5h Stimulation der Zellen mit
2,5uM Delphinidinchlorid (geldst in
RPMI-1640 Zellmedium)

»1l,5h 5uM Del-C1* - 1,5h Stimulation der Zellen mit 5pM
Delphinidinchlorid (geldst in RPMI-
1640 Zellmedium)

n1l,5h 10puM Del-C1* - 1,5h Stimulation der Zellen mit 10uM
Delphinidinchlorid (geldst in RPMI-
1640 Zellmedium)

~1,5h — 1,5h Stimulation der Zellen mit 10"
Hydrocortison” °M Hydrocortison
FErgebnisse

Wie aus Figur 3 ersichtlich nimmt mit steigender Delphini-
dinkonzentration auch die Delphinidin vermittelte Hemmung
der Zellimmunantwort zu (Dosiseffekt), wobeil die hemmende
Wirkung bei entsprechend hoher Konzentration mit der wvon

Hydrocortison vergleichbar ist.
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Beispiel 9: Zellprotektive (antiinflammatorische/ antiphlo-
gistische) Wirkung von Delphinidin auf die Blut-Hirn-
Schranke, insbesondere Einfluss von Delphinidin im Ver-
gleich zu Dexamethason auf die mRNA Expression von Ccl7
[Chemokine (C-C motif) ligand 7] in cEND Zellen nach TNFuo
[Tumor Necrosis Factor o] Behandlung bzw. unbehandelten

Zellen in vitro)

Methodik

Um die antiinflammatorische Wirkung von Delphinidin zu un-
tersuchen, wurde ein in-vitro Modell der Blut-Hirn-
Schranke, cEND Zellen (Forster, C. et al., Occludin as di-
rect target for glucocorticoid-induced improvement of
blood-brain barrier properties in a murine in vitro system.
J Physiol 565 (Pt 2), 475 (2005)), verwendet. Dieses in-
vitro Modell besteht aus den mikrovaskuldren Endothellzel-
len, die aus den Mausehirnkapillaren isoliert und immorta-
lisiert wurden. Die Zellen werden auf mit Kollagen IV (Be-
standteil der Basallamina um die Hirnkapillaren) beschich-

tete ZellkulturgefédlRe ausgesat.

Exposition von cEND Zellen mit Tumor Nekrosis Factor alpha

(TNFA) und Bestimmung der Ccl7 mRNA Expression als Marker
fiir Inflammation. Als Referenzsubstanz filir eine antiinflam-
matorische Wirkung wurde Dexamethason, ein synthetisches
Steroidhormon mit starker antiinflammatorischer Wirkung,
gewdhlt und die Wirkung von Delphinidin in Relation zur
Wirkung von Dexamethason im in Figur 4 dargestellten Dia-
gramm aufgetragen. Es folgten RNA Isolation und gPCR Unter-

suchungen vom pro-inflammatorischen Zytokin, Ccl7 (Chemoki-
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ne (C-C motif) ligand 7), auch als Mcp-3 bekannt (monocyte

chemotactic protein-3).

Es wurde wie folgt vorgegangen und in Figur 4 wvon links

nach rechts dargestellt:

sunbehandelt” - Kontrolle ohne Reiz
,dex” — Dexamethason
~Del-C1l - Delphindin 0, 1uMol
0, 1pM“
~Del-C1l - Delphindin 0, 1uMol
:I-UM”
~ INFo - Exposition mit TNFoa fiir 24h
24h*
~ INFo - Exposition mit TNFoa fiir 48h
48h“
~INFo dann - Exposition mit TNFoa fiir 24h, anschlielend
dex” Hinzufligen von Dexamethason und Expositi-
on fiir weitere 24h
~ INFo - Exposition mit TNFoa fiir 24h, anschlielend
dann Del-C1l Hinzufligen von Delphinidin 0, 1uMol und
0, 1pM“ Exposition fiir weitere 24h
~ INFo - Exposition mit TNFoa fiir 24h, anschlielend
dann Del-C1l Hinzufligen von Delphinidin 1pMol und Ex-—

1uM“ position fir weitere 24h
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FErgebnisse

Behandlung mit TNFO fiihrte zum Anstieg der Ccl7 mRNA Ex-—
pression auf das Zweifache im Vergleich zu unbehandelten
Zellen. Zugabe von Delphinidin in beiden gewdhlten Konzent-
rationen von 0, 1uM und 1pM fihrt zu einer deutlichen Unter-
driickung bzw. Hemmung des TNFO-induzierten Ccl7 mRNA Ex-—
pressionsanstiegs. Interessanterweise fiihrte auch die Zuga-

be von Delphinidin allein in das Zellkulturmedium ohne vor-

heriger TNFQ Exposition zur Suppression der Ccl7 Expressi-
on in den cEND Zellen. Ein starker Effekt konnte ebenfalls
bei vergleichsweise herangezogenem Dexamethason nachgewie-—

sen werden.

Aus den Messergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass die
antiinflammatorische Wirkung von Delphinidin auf die Blut-
Hirn-Schranke nach Entziindung mindestens gleichwertig zu

dem bisherigen ,Goldstandard” Dexamethason ist.

Beispiel 10: (Wirkung von Delphinidin auf die Barriereeigen-
schaften der Blut-Hirn-Schranke, insbesondere Einfluss von
Delphinidin auf die mRNA Expression des Tight junction Pro-
teins Claudin-5 in cEND Zellen nach TNFoa [Tumor Necrosis

Factor o] Behandlung bzw. unbehandelten Zellen in vitro)

Methodik

Als Surrogat—-Marker fiir die Barrieredichte wurde die Ex-
pression vom Tight junction Protein Claudin-5 verwendet
(Forster C. Tight junctions and the modulation of barrier
function in disease. Histochem Cell Biol. 2008; 130: 55-70)

und analog Beispiel 8 vorgegangen.
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FErgebnisse

Die TNFoa Behandlung fihrte zur Minderung der Claudin-5 mRNA
Expression, wobei die Zugabe von Delphinidin nach 24h Stun-
den dieser TNFa-vermittelten Claudin-5 mRNA Expressionsmin-
derung in beiden gewdhlten Konzentrationen (0,1uM und 1uM)
entgegen wirkte, wie in Figur 5 dargestellt. Interessanter-
weise fihrte auch die Zugabe von Delphinidin allein in das
Zellkulturmedium ohne vorherige TNFQ Exposition zur Stei-

gerung der Claudin-5 mRNA Expression.

Aus den Messergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass die
Barriere der Blut-Hirn-Schranke nach Entziindung unter dem

Finfluss von Delphinidin stark zunimmt.

Beispiel 11: In-vivo Einfluss von Delphinidin-
Sulfoethylether—-pf-Cyclodextrin auf eine CFA (Complete
Freund’s Adjuvant)-induzierte Entziindung der Rattenhinter-

pfote.

Methodik

a) CFA-induzierte Entziindung der Rattenhinterpfote

CFA wird in einer Dosis von 150 pl intraplantar in die
rechte hintere Rattenpfote unter Isoflurannarkose indu-
ziert. Die Entzindung und der darauffolgende Schmerz in der
entziindeten Pfote entwickeln sich innerhalb 2 bis 96 h. Bis
zu diesem Zeitpunkt gibt es keinen signifikanten Unter-
schied im Essverhalten, Korpergewicht, Kerntemperatur oder
dem generellen Aktivitdtslevel im Vergleich zu den nicht

behandelten Tieren (Stein et al., Unilateral inflammation
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of the hindpaw in rats as a model of prolonged noxious sti-
mulation: alterations in behavior and nociceptive thres-

holds, Pharmacol Biochem Behav., 1988; 31(2): 445-51)

b) Verabreichung von H,0O (Kontrolle) und Delphinidin-
Sulfoethylether-p-Cyclodextrin (Delphinidin-SER CD)in

unterschiedlichen Dosierungen

Den Ratten wird 96 Stunden nach vorgenanntem Schritt a)
intraplantar in die rechte hintere Rattenpfote 100 ul H,0
(Kontrolle) bzw. 100 pl Delphinidin-SERCD mit unterschied-
lichen Dosierungen (2,50 mg/ml und 5,00 mg/ml) unter

Isoflurannarkose injiziert.

c) Algesiometrisches Messverfahren

Die Ratten wurden wie folgt an die entsprechende Versuchs-

bedingungen gewdhnt:

Fir die Gewdhnung an den Randall-Sellito-Test wurden die
Tiere 3 x pro Tag in den ersten drei Tagen locker unter ei-
nem Zellstoff gehalten, um sie an die Situation des Experi-

mentes zu gewdhnen.

Am vierten Tag fand der oben genannte Behandlungsschritt b)
statt, wobei beginnend vom Zeitpunkt 0 nach der Injektion
nach 5, 15, 30, 60, 120 und 240 Minuten die Messung der
Pfotendruckschwelle mittels Randall-Sellito-Test (Gerat von

Ugo Basile) erfolgte.

Jede Pfote ipsilateral und kontralateral wird drei Mal im
Abstand von mindestens 10s gemessen. Fiir den Randall-

Sellito-Test wird die Ratte locker unter Zellstoff gehalten
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und die Pfote auf ein kleines Podest gesetzt. Dann wird von
oben iliber einen Stempel ein steigender Druck auf die Pfote
ausgelibt bis die Ratte die Pfote wegzieht (Stein et al.,
Intrinsic mechanisms of antinociception in inflammation:
local opioid receptors and beta-endorphin, J Neurosci.
1990; 10(4): 1292-8; Rittner et al., Pain control by CXCR2
ligands through CaZ2+-regulated release of opioid peptides
from polymorphonuclear cells, FASEB J. 2006; 20(14): 2627-
9).

FErgebnisse

Auf den FAC-induzierten Entziindungsreiz in der Pfote der
Ratten wurde deren mechanische Schmerzschwelle untersucht.
Aus den ermittelten Pfotendruckschwellwerten, die in Figur
6 graphisch aufbereitet dargestellt sind, l&dsst sich ablei-
ten, dass die Schmerzschwelle bei der Verabreichung wvon
Delphinidin-SERCD gegeniiber der Kontrollinjektion mit H,0
signifikant reduziert ist, insbesondere in den ersten 120
Minuten, wobeil die stdrkste Wirkung bereits 5 Minuten nach
der Verabreichung von Delphinidin-SERCD auftritt. Dies gilt
fiir beide gemessene Dosen von 2,5 mg/ml und 5,00 mg/ml
Delphinidin-SERCD, wobei sich aus der signifikant stérkeren
Wirkung der h&heren Konzentration in den Messpunkten der
ersten 30 Minuten ebenfalls eine Dosisabhdngigkeit ableiten

lasst.

Beispiel 12: Kardioprotektion durch Delphinidin-
Sulfobothylether-Rf-Cyclodextrin (DelphinidinSRBECD)

Methodik und Ergebnisse
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In Beispiel 11 wurde eine mdgliche Postkonditionierungswir-
kung von DelphinidinSBECD im Vergleich zu einer Kontroll-
gruppe untersucht. Dazu wurde im in vivo - in situ Herzin-
farktmodell der Maus mit den in den Figuren 7 und 9 darge-
stellten Zeitabldufen unter Anwendung der in Redel et al.,
2008 [Redel et al., Impact of Ischemia and Reperfusion Ti-
mes on Myocardial Infarct Size in Mice In Vivo. Experimen-—
tal Biology and Medicine (2008), 233:84-93] und Stumpner et
al., 2012 [Stumpner et al., Desflurane-—-induced post-
conditioning against myocardial infarction is mediated by
calcium-activated potassium channels: role of the mitochon-
drial permeability transition pore. British Journal of
Anaesthesia (2012), 108(4): 594-601] beschriebenen Methodik
die resultierende HerzinfarktgroRe bewertet und in Figure
10 graphisch dargestellt. Angegeben sind in Figur 10 Mit-
telwert+SEM; IS = Herzinfarktgrdbe; AAR = Risikobereich
(area at risk) und *=signifikant verschieden von der Kon-
trollgruppe, wenn p<0,05. Die Daten sind als Mittelwert =+
Standartfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt.

Aus den ermittelten IS- und %AAR-Werten, die in Figur 10

graphisch aufbereitet dargestellt sind, lédsst sich ablei-
ten, dass die Verabreichung von DelphinidinSBECD zu einer
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikanten Infarktgrd-

Renreduktion fihrt.
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Patentanspriiche

1. Zusammensetzung umfassend einen Komplex aus Delphini-
din und einem Sulfoalkylether—3-Cyclodextrin zur Ver-—
wendung als Antiphlogistikum und/oder Immunsuppressi-

vum.

2. Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, dass die Verwendung die Gewebe-
und/oder Organprotektion bei oder infolge zerebraler
und/oder myokardialer TIschédmie, vorzugsweise bei dro-

henden Reperfusionsschédden, umfasst.

3. Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, dass die zerebrale Ischadmie und die my-
okardiale Ischdmie mit den klinischen Krankheitsbildern

des Schlaganfalls und des Myokardinfarkts korrelieren.

4. Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, dass die Verwendung die Prophy-
laxe und/oder Behandlung einer Indikation, ausgewdhlt
aus der Gruppe bestehend aus
- entziindlichen Zustdnden oder entziindlichen Erkran-

kungen,
- mit entziindlichen Gewebeverdnderungen assoziierte
Erkrankungen,
— AbstoBungsreaktionen nach einer Transplantation und
- Autoimmunerkrankungen

umfasst.

5. Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 4, da-
durch gekennzeichnet, dass die entziindlichen Zustdnde

oder entzilindlichen Erkrankungen ausgewdhlt sind aus
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der Gruppe bestehend aus rheumatoide Arthritis, chro-
nische Polyarthritis, juvenile idiopathische Arthri-
tis, Spondylitis, Osteocarthritis, Sepsis, Septischer
Schock, Zerebrale Malaria, eine chronisch entziindliche
Lungenerkrankung, Silikose, Sarkoidose, Reperfusions-
syndrom, inflammatorisch—-neurodegenerative Erkrankun-—
gen, einschlieBllich Crohn’sche Erkrankung, Multiple
Sklerose und Parkinson, Colitis ulzerosa, Depressionen

und Fieber bei Infektionen.

Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 4, da-
durch gekennzeichnet, dass die mit entziindlichen Gewe-
beverdnderungen assoziierten Erkrankungen ausgewdhlt
sind aus der Gruppe bestehend aus Alzheimer, Parkinson

und Krebs.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Sulfoalkylether-p-Cyclodextrin ein Sulfobotylether—-p3-
Cyclodextrin oder ein Sulfoethylether-f-Cyclodextrin

ist.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der
Substitutionsgrad des Cyclodextrins mit Sulfoalky-—
lethergruppen 3 bis 8, vorzugsweise 4 bis 8, weiter
vorzugsweise 5 bis 8, weiter vorzugsweise 6 bis 7 be-

tragt.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Zu-

sammensetzung eine therapeutisch wirksame Menge des
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Komplexes aus Delphinidin und Sulfoalkylether—f-

Cyclodextrin umfasst.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass die Zu-

sammensetzung als Monoprédparat verwendet wird.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der Ansprii-
che 1-9, dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammenset-
zung mindestens eine weitere therapeutisch aktive Sub-

stanz umfasst.

Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 11, da-
durch gekennzeichnet, dass die mindestens eine weitere
therapeutisch aktive Substanz ausgewdhlt ist aus der
Gruppe bestehend aus der Gruppe der Antiphlogistika,
der AntikOrper gegen inflammatorische Zytokine, der
16slichen Rezeptoren inflammatorischer Zytokine oder
der Immunosuppressiva und vorzugsweise ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Acetylsalicylsdure, Dic-
lophenac, Indometacin, Ciclosporin, Azathioprin, Bor-
tezomib, Melphalan, Prednison, Vincristin, Carmustin,
Cyclophosphamid, Dexamethason, Thalidomid, Doxorubi-

cin, Cisplatin, Etoposid und Cytarabin.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche, weiter umfassend ein oder mehrere
pharmazeutische Hilfs- und/oder Zusatzstoffe, vorzugs-
welise ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus einen
pharmazeutisch akzeptablen Tradger, Filillstoffe, Ge-

ruchsstoffe und Stabilisatoren.
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Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche in einer Formulierungsform zur Verab-
reichung in einer Form ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus oral, rektal, parenteral, einschliellich
intraperitoneal, perkutan, subkutan, intramuskuléar,

intravends, ophthalmisch, pulmonal und nasal.

Zusammensetzung zur Verwendung nach Anspruch 14, da-
durch gekennzeichnet, dass die Verabreichungsform aus-
gewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Tablette,
Kapsel, Suspension, Aerosol, L&sung, Creme, Paste, Lo-

tion, Gel und Salbe.

Zusammensetzung zur Verwendung nach einem der vorange-
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der
Komplex aus Delphinidin und dem Sulfoalkylether—f-
Cyclodextrin in einer galenischen Zubereitung zur kon-
trollierten und/oder zeitverzdgerten Freisetzung des

Delphinidins eingesetzt wird.

Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend einen Kom-—
plex aus Delphinidin und einem Sulfoalkylether—f-

Cyclodextrin.
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