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(57) Abstract: The invention relates to a composition or a complex comprising at least one anthocyanidin or salts thereof, which is
aimed at bacteria selected from the group comprising antibiotic-resistant Staphylococcus aureus and antibiotic-sensitive
Staphylococcus aureus and at least partially neutralizes said bacteria, and methods for treating objects with said composition
according to the invention or said complex.

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung ist eine Zusammensetzung oder ein Komplex umfassend mindestens ein
Anthocyanidin oder dessen Salze, das auf Bakterien ausgew#hlt aus der Gruppe bestehend aus Antibiotika-resistenten
Staphylococcus aureus und Antibiotika-sensitiven Staphylococcus aureus zielt und diese Bakterien zumindest teilweise neutralisiert,
sowie Verfahren zur Behandlung von Objekten mit dieser erfindungsgeméfien Zusammensetzung oder diesen Komplex.
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ANTIBAKTERIELLE WIRKSTOFFE AUF DER BASIS
ANTHOCYANIDIN- CYCLODEXTRIN- KOMPLEXEN

Die Erfindung betrifft eine Zusammensetzung oder Komplex
umfassend mindestens ein Anthocyanidin oder dessen Salze
zur Bekampfung von Antibiotika-resistenten und Antibiotika-

sensitiven Bakterien.

Anthocyanidine sind zymochrome Farbstoffe, die in den meis-
ten héheren Landpflanzen vorkommen. Anthocyanidine sind zu-
ckerfrei (Aglycone) und eng verwandt mit den zuckerhaltigen
Anthocyanen (Glycoside), die beide unter den Oberbegriff
der Anthocyane fallen. Anthocyanidine sind Farbstoffe und

besitzen antioxidative Eigenschaften.

Antibiotika-resistente und Antibiotika-sensitive Bakterien
finden sich hadufig dort, wo stadndig Antibiotika eingesetzt
werden. Antibiotika-resistente und Antibiotika-sensitive
Bakterien der Art Staphylococcus aureus zahlen zu den ge-
fahrlichsten Erregern von im Krankenhaus erworbenen, soge-
nannten nosokomialen Infektionen, die sowohl Uber die Haut
und Schleimhdute, aber auch durch kontaminierte medizini-

sche Gerate oder Lebensmittel aufgenommen werden.

Insbesondere aufgrund des vermehrten Verbrauchs von Breit-
bandspektrum-Antibiotika in der Behandlung von bakteriellen
Infektionskrankheiten, ist eine Zunahme wvon multiresisten-
ten Bakterien zu verzeichnen, so dass bei der Behandlung
von mit diesen Bakterien infizierten Patienten oder Tieren

kein wirksames Antibiotikum mehr zur Verfiigung steht. Anti-
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biotika-resistente Bakterien konnen bei Mensch und Tier
schwere Allgemeininfektionen auslosen. Dies trifft insbe-

sondere bei immunsupprimierten Patienten zu.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein wirksames
Mittel zur Prophylaxe und Behandlung von bakteriellen In-

fektionskrankheiten zur Verfiigung zu stellen.

Der Erfindung liegt die weitere Aufgabe zu Grunde, ein
wirksames Mittel zur Bekampfung von Antibiotika-resistenten
und Antibiotika-sensitiven Bakterien der Art Staphylococcus

aureus zur Verflugung zu stellen.

Geldst werden diese Aufgaben durch eine Zusammensetzung
oder einen Komplex umfassend mindestens ein Anthocyanidin
oder dessen Salze gemdB Anspruch 1, eine wassrige Losung
oder Feststoff gemdl Anspruch 8, ein Verfahren gemal An-
spruch 10 und den Verwendungen gemall den Anspriichen 16 und
17. Vorteilhafte Ausfihrungsformen der Erfindung sind in

den Unteransprichen offenbart.

Zunachst seien einige im Rahmen der Erfindung verwendete

Begriffe erlautert.

SAntibiotika™ sind Arzneistoffe zur Behandlung bakterieller
Infektionskrankheiten. Die Gruppe der Antibiotika umfasst
insbesondere die (-Lactam Antibiotika (einschlieBlich Peni-
cillin, Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame), Chi-
nolone, Tetracycline, Aminoglykoside, Erythromycin, Sulfo-
namide und Vancomycin. ,Antibiotika-resistentes Bakterium“
und ,Antibiotika-sensitives Bakterium™ bedeutet, dass das

Bakterium gegen mindestens ein Antibiotikum resistent bzw.

gegeniiber mindestens einem Antibiotikum nur noch verminder-
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te Empfindlichkeit aufweist. Multiresistente Staphylococcus
aureus Stamme, die gegen alle derzeit marktverfiigbaren [-
Lactam Antibiotika resistent sind und meist auch Resisten-
zen gegeniiber anderen Antibiotikaklassen verfiigen, so gegen
Chinolone, Tetracycline, Aminoglykoside, Erythromycin und
Sulfonamide, werden im Gebrauch unter der Bezeichnung
+MRSA™ (multi-resistenter Staphyloccocus aureus bzw. Methi-
cillin-resistenter Staphyloccocus aureus) zusammengefasst.
Eine Therapie von MRSA Patienten erfolgt Ublicherweise mit
dem Reserveantibiotikum Vancomycin, wobei auch dagegen
schon Resistenzen verbreitet sind (,VRSA™ - Vancomycin-
resistenter Staphyloccocus aureus) und folglich ein erheb-
licher Bedarf an alternativen Arzneistoffen zur Behandlung

bakterieller Infektionskrankheiten besteht.

Erfindungsgemall wird die Zusammensetzung oder der Komplex
nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder die wassrige Ldsung
oder der Feststoff nach Anspruch 8 zur Behandlung eines Ob-
jekts oder Individuums eingesetzt, das verdachtigt wird mit
Bakterien ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Antibio-
tika-resistenten Staphylococcus aureus und Antibiotika-
sensitiven Staphylococcus aureus kontaminiert zu sein. Der
Zweck dieser Behandlung ist die zumindest teilweise Neutra-
lisierung der Bakterien. Die Neutralisierung umfassend Jje-
der Art Neutralisierung umfassend z.B. bakteriostatische
Neutralisierung, bakterizidische Neutralisierung, gemischte
bakteriostatische-bakterizidische Neutralisierung. Der Beg-
riff ,Zusammensetzung oder Komplex umfassend mindestens ein
Anthocyanidin®™ schlieRt ein Anthocyanidin als solches ohne

weiteren Komponenten ein.

Mit Blick auf die Anwendung im Gesundheitssektor dient die

erfindungsgemdle Zusammensetzung oder der Komplex nach ei-
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nem der Anspriiche 1 bis 7 oder die wassrige Ldsung oder der
Feststoff nach Anspruch 8 zur Verwendung in der Behandlung
oder Prophylaxe von Menschen oder Tieren, die verdachtig
sind, mit Antibiotika-resistenten oder Antibiotika-
sensitiven Bakterien der Art Staphylococcus aureus infi-
ziert zu sein. Die bakterielle Infektion bedingt insbeson-
dere Krankheiten mit Symptomen wie Hautinfektionen, ein-
schlieRBlich Furunkel und Karbunkel, Pyomyositis,
Lungenentziindung, Endokarditis, Toxisches Schock-Syndrom,
Sepsis und Mastitis. Vor allem bei immunsupprimierten Pati-
enten konnen durch Antibiotika-resistente oder Antibiotika-
sensitive Bakterien der Art Staphylococcus aureus schwere

Allgemeininfektionen ausgeldst werden.

Mit Blick auf den Nahrungs-, Futtermittel und Desinfekti-
onssektor umfasst der Begriff ,Objekt™ keine lebenden Tie-
re, Vorrichtungen und/oder Einrichtungen und/oder Ausriis-
tungen und/oder Gerédte fliir medizinische Anwendungen, die
Lebensmittelverarbeitung, das Militdr, Schutzausristungen,
hausliche Objekte, Gebdudeeinrichtungen und Bauwerke. ,Kei-
ne lebenden Tiere™ sind insbesondere getdtete geschlachtete
Tiere oder Teile dieser Tiere, beispielsweise der Korper
eines Rindes oder ein Teil davon, der Korper eines Schweins
oder ein Teil davon, ein Gefligelkdrper oder ein Teil davon
und der Korper eines im Wasser lebenden Tieres oder ein
Teil davon. Das ,Objekt™ kann insbesondere ein Nahrungs-
und/oder Futtermittel sein, beispielsweise ein Fleischpro-
dukt, ein verarbeitetes Fleischprodukt, ein Molkereipro-

dukt, Gemise und deren Teile und Obst und deren Teile.

~Neutralisation™ bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfin-
dung die Zerstdérung oder Aufldsung (Lysis) oder Inaktivie-

rung (z.B. der Verlust des Infektionspotentials) oder Ver-
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hinderung der Vermehrung eines Pathogens oder die Verhinde-
rung der Pathogen-vermittelten Biofilm-Bildung, insbesonde-
re Antibiotika-resistenter oder Antibiotika-sensitiver BRak-
terien der Art Staphylococcus aureus. Die Verabreichung
oder Applikation der erfindungsgemialen Zusammensetzung oder
des erfindungemédlen Komplexes kann derart erfolgen, dass
ein Aufspriithen, Pudern, eine Injektion, eine Beschichtung
mittels eines Gels, eines Verbandes, Pflasters oder ahnli-
chem auf den verdachtigerweise infizierten Bereich erfolgt.
Bei der Behandlung von Menschen oder Tieren kann in Abhan-
gigkeit von dem Krankheitsbild eine systemische oder lokale
Verabreichung der erfindungsgemdlen Zusammensetzung oder
des erfindungsgemédfBen Komplexes erfolgen. Entsprechende
Techniken flir die Formulierung und Verabreichung sind aus
dem Stand der Technik bekannt, siehe beispielsweise ,Re-
mington’s Pharmaceutical Sciences™ (Mack Publishing Co,
Easton Pa.). Zum Beispiel kdénnen die erfindungsgemalen Zu-
sammensetzungen und Komplexe einem Subjekt intravends mit-
tels eines pharmazeutisch akzeptablen Tragers (z.B. physio-
logische Salzldsung) verabreicht werden. Fir die Injektion
bietet sich eine Formulierung in wassriger L&sung, vorzugs-—
weise in physiologisch akzeptablen Puffern an (z.B. Hanks-
Losung, Ringer-L&sung oder physiologisch gepufferte Salzldo-
sung) . Fir die parenterale Verabreichung, einschlieBlich
der intravenotsen, subkutanen, intramuskuldren und intrape-
ritonealen Verabreichung, kommt ebenfalls eine wassrige
oder 6lige Losung oder eine Feststoffformulierung in Be-

tracht.

,Biofilm™ ist eine Ansammlung von Mikroorganismen (z.B.
Bakterien), eingebettet in einer von den Mikroorganismen
produzierten extrazelluladaren Polysaccharid- oder Protein-

Matrix auf einer Oberfldche. Die Organisation von Bakterien
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in einem Biofilm fihrt zu einer deutlich erhdhten Wider-
standsfahigkeit der gesamten Population gegeniiber verschie-
densten Einfliissen. Durch Bakterien verursachte Biofilme
auf Zahnen, dem Zahnfleisch, den Harnwegen, dem Verdauungs-
trakt oder medizinischen Geraten wie Katheter und Prothesen
fiithren haufig zu schwerwiegenden Infektionen (Costerton et

al., Annu Rev. Microbiol 1995; 49: 711-45).

»3alz™ oder ,pharmazeutisch akzeptables Salz"™ steht flr
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 Sauren und Basen

abgeleitet sein.

Das Anthocyanidin, kann in ,Reinform“™ oder ,gereinigt™ ver-
wendet werden, was bedeutet, dass ungewlnschte Komponenten

entfernt wurden.

~Anthocyanidine™ weisen die nachfolgend wiedergegebene

Grundstruktur auf.

Die Substituenten in dieser Formel sind ausgewahlt aus der

Gruppe bestehend aus Wasserstoff, Hydroxygruppe und Metho-

Xygruppe.
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Cyclodextrine, die mit dem Anthocyanidin erfindungsgemal
komplexiert sein kénnen, sind zyklische Oligosaccharide aus
a-1,4-glykosidisch verknipften Glukosemolekiilen. R-
Cyclodextrin besitzt sieben Glukoseeinheiten. Bei einem
Sulfoalkyether-R3-Cyclodextrin sind Hydroxygruppen der Glu-
koseeinheit in einem Sulfoalkylalkohol verethert. Erfin-
dungsgemall ist in der Regel lediglich ein Teil der 21
Hydroxygruppen eines B-Cyclodextrins verethert. Die Her-
stellung von Sulfoalkyethercyclodextrinen ist dem Fachmann
geldaufig und beispielsweise in US 5,134,127 oder WO
2009/134347 A2 beschrieben.

Sulfoalkyethergruppen werden bei Cyclodextrinen im Stand
der Technik zur Erhéhung der Hydrophilie beziehungsweise
Wasserldslichkeit eingesetzt. Die Erfindung hat erkannt,
dass die Sulfoalkylethergruppen in besonderem MaBle zur Er-
hohung der Stabilitdt des Komplexes aus Anthocyanidinen und
dementsprechend substituierten R-Cyclodextrin beitragen und
so die Lagerstabilitdt und Formulierbarkeit der besonders
oxidationsempfindlichen Anthocyanidine wesentlich verbes-
sern. Der erfindungsgemale Komplex kann als lagerstabile
wassrige Losung oder Feststoff formuliert werden, wie unten

noch naher gezeigt werden wird.

Erfindungsgemal besonders bevorzugt ist die Komplexierung
mit einem Sulfobutylether-R-Cyclodextrin (SEB-R-CD). Ein
den Schutzbereich nicht beschrankender Erklarungsversuch
hierfiir ist, dass die negativ geladenen Sulfobutyleinheiten
mit den positiv geladenen Anthocyanidinen elektrostatisch
wechselwirken und unter den Alkylgruppen die Butylgruppe
die optimale Lange besitzt, um sterisch eine entsprechende

Wechselwirkung zu ermdglichen.
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Bevorzugt betragt der Substitutionsgrad des Cyclodextrins
mit Sulfoalkylethergruppen 3-8, weiter vorzugsweise 4-8,
weiter vorzugsweise 5 bis 8, weiter vorzugsweise 6 bis 7.
Geeignete Sulfobutylether-B-Cyclodextrine mit einem mittle-
ren Substitutionsgrad von 6 bis 7 sind beispielsweise in
der genannten WO 2009/134347 A2 beschrieben und unter dem
Handelsnamen Captisol® kommerziell erhdltlich. Ebenfalls
verwendbar sind entsprechende Cyclodextrine mit einem Sub-

stitutionsgrad von 4-5, beispielsweise 4,2.

Die erfindungsgemall in reiner, Salz- oder komplexierten
Form verwendeten Anthocyanidine sind bevorzugt ausgewdhlt
aus der Gruppe bestehend aus Aurantinidin, Cyanidin,
Delphinidin, Europinidin, Luteolinidin, Pelargonidin, Mal-
vidin, Peonidin, Petunidin und Rosinidin. Die chemische
Struktur entspricht der oben wiedergegebenen Formel I mit

dem folgenden Substitutionsmuster

R R* R R R’ R® R’
Aurantinidin -H -OH -H -OH -OH -OH -OH
Cyanidin -OH -OH -H -OH -OH -H -OH
Delphinidin -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH
Europinidin —-0OCHs | -OH -OH -OH -0OCHs | -H -OH
Luteolinidin -OH -OH -H -OH -OH -H -OH
Pelargonidin -H -OH -H -OH -OH -H -OH
Malvidin —-0OCHs | -OH —-0OCHs | -CH -OH -H -OH
Peonidin —-0OCHs | -OH -H -OH -OH -H -OH
Petunidin -OH -OH —-0OCHs | -CH -OH -H -OH
Rosinidin —-0OCHs | -OH -H -OH -OH -H —QOCHj;

Besonders bevorzugt ist im Rahmen der Erfindung Delphini-

din.
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Gegenstand der Erfindung ist ferner eine wassrige Losung
der erfindungsgemalen Zusammensetzung oder des erfindungs-

gemdlen Komplexes.

Der erfindungsgemalRe Komplex sowie eine entsprechende wass-

rige Losung umfasst die folgenden Schritte:

a) Herstellen einer wassrigen Losung des Sufoalkylether-B-
Cyclodextrins,

b) Zugabe des Anthocyaniding und Vermischen zur Herstel-

lung des Komplexes.

In Schritt a) wird bevorzugt eine wassrige Ldsung herge-
stellt, die 5 bis 10 Gew.-% des verwendeten Cyclodextrins
enthalt. Besonders bevorzugt ist es im Rahmen der Erfin-
dung, wenn der pH-Wert der wassrigen Ldsung wahrend oder
nach, bevorzugt jedoch vor der Zugabe des Anthocyanidins,
bevorzugt Delphinidins, auf einen pH-Wert von 7 oder weni-
ger, vorzugsweise 6 oder weniger, weiter vorzugsweise 5
oder weniger, weiter vorzugsweise 4 bis 5, eingestellt
wird. Es hat sich gezeigt, dass bei diesem pH-Wert sich ei-
ne hohere Konzentration des Komplexes in wassriger Losung

einstellen léasst.

Die Konzentration des Anthocyanidins berechnet als Chlorid,
betragt vorzugsweise wenigstens 0,5 mg/ml, weiter vorzugs-
welse wenigstens 1,0 mg/ml, weiter vorzugsweise wenigstens
1,5 mg/ml, weiter vorzugsweise 2,0 mg/ml betragt. Der be-

sonders bevorzugte Konzentrationsbereich von wenigstens 2,0
mg/ml lasst sich im Rahmen einer bevorzugten Ausfihrungs-

form insbesondere einstellen in einer wassrigen Losung mit

einem pH-Wert zwischen 4 und 5.
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Im Rahmen der erfindungsgemalBen Herstellung kann das Vermi-
schen der Bestandteile der wassrigen Losung durch Rihren
geschehen, bevorzugte Zeitrdume fiir das Vermischen sind 2
bis 20 h. Bevorzugt wird im Dunkeln gearbeitet, um eine

lichtinduzierte Oxidation zu vermeiden.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Feststoff
enthaltend einen erfindungsgemalien Komplex, der erfindungs-
gemall erhaltlich ist durch Entfernen des Losungsmittels aus
einer erfindungsgemalien wadssrigen Losung. Das Entfernen
kann bevorzugt durch Gefriertrocknung (Lyophilisation) er-
folgen. Sowohl die erfindungsgemaBe wassrige Ldsung als

auch der Feststoff besitzen eine hohe Lagerstabilitat.
Die Erfindung soll nun im Folgenden weiter in den Beispie-
len unter Bezug auf die beigefiligten Figuren beschrieben

werden, ohne auf diese beschrankt zu sein.

I. Herstellung eines Komplexes aus dem Anthocyanidin

Delphinidin und Cyclodextrinen

1. Eingesetzte Materialien:

Die nachfolgenden Cyclodextrine werden verwendet:

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

Delphinidinchlorid wurde von der Firma Extrasynthese erwor-

ben.
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2. Bestimmung des Delphinidingehalts

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
Armeisensaure, p. a.

1 M Salzsaure als volumetrische L&sung.

Als Saule 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, Ameisensaure 10 ml

Kanal B: Wasser 50 ml, Methanol 950 ml, Ameisensaure 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 pm zur Detektion

von Verunreinigungen
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Integrator: Fléache

Losungen und Probenvorbereitung:

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

ml 1 M HCL

Verdinnungslésung 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 Ldsen in Verdinnungsldsung 1 hergestellt.
Nach dem Lésen wurde ungefahr 10fach verdinnt mit Verdin-
nungslosung 2 zur Herstellung einer ungefahren 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 Pruflésungen:

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

zentration von 0,1 mg/ml.
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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.

Beispiel 1: Komplexierung von Delphinidin mit SBE-R-CD

In diesem Beispiel wird die Komplexierung von Delphinidin
durch verschiedene Cyclodextrine und die Loslichkeit des

Komplexes in wassriger Losung untersucht.

Es wurden neutrale wassrige Ldsungen hergestellt, die 10
Gew.-% des jeweiligen Cyclodextrins enthalten. Bei R-CD
wurde auf Grund der mangelnden Loslichkeit eine Konzentra-

<

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 fir die Ldsungen von o—, B- und
y—Cyclodextrin und 15 mg fir die Ldsungen von HPBCD (2-

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

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

ter mit 0,22 pm Porengrdle.

Die erzielbaren L&slichkeiten sind in der nachfolgenden Ta-

belle 1 wiedergegeben.

Cyclodextrin Cyclodextrin- Delphinidinchlorid
Konzentration

- 0 0.07 mg/ml
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o-CD 10 % 0.14 mg/ml
B-CD 2 % 0.05 mg/ml
yY-CD 10 % 0.21 mg/ml
HPBCD 10 % 0.19 mg/ml
SBE-B-CD 10 % 0.66 mg/ml

Man erkennt, dass die Komplexierung und dadurch bewirkte
Loslichkeitserhdhung flir SBE-B-CD weit besser ist als fir

die anderen Cyclodextrine.

Beispiel 2: Einfluss des pH-Wertes

In diesem Beispiel wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die
Loslichkeit eines Delphinidin-SBRE-B-CD in wassriger Ldsung
untersucht. Nach der Vorschrift von Beispiel 1 wurden wass-
rige Losungen von SEB-R-CD hergestellt, diese Ldsungen je-
doch mit 1 M HCL auf die in Tabelle 2 genannten sauren pH-
Werte eingestellt. Anschlielend wurde Delphinidinchlorid
nach der Vorschrift des Beispiels 1 zugegeben und weiterge-
arbeitet, als einzige Abweichung wurde die Rihrzeit 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 gegeniilber einem neutralen pH-Wert erhoht.

Beispiel 3 Herstellung eines erfindungsgemdlBen Feststoffs
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In diesem Beispiel wird ein erfindungsgemidlier Komplex als
Feststoff formuliert. Zu Vergleichszwecken werden ein
Delphinidin/HPBCD Komplex sowie eine Delphini-

din/Starkeformulierung als Festsoff zubereitet.

Beispiel 3.1: Delphinidin/SBE-B-CD

5 g SEB-B-CD wurden in 40 ml destilliertem Wasser zu einer
klaren Losung geldst. Der pH-Wert der Losung wurde mittels
1 M HCL auf 4,8 eingestellt. AnschlieBend wurden 0,11 g
Delphinidinchlorid hinzugefiigt und 2 h bei 27°C im Dunkeln
gerihrt. Die homogene Flissigkeit wurde durch einen Cellu-
losenitratmembranfilter mit einer PorengrélBe von 0,45 pm
vakuumfiltriert. Die Ldsung 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/HPRCD

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-B-CD gemal Beispiel 3.1.

Beispiel 3.3 Delphinidin/Starkeformulierung

5 g Starke wurde in 40 ml destilliertem Wasser suspendiert.
Man erhielt eine weile Suspension. Der pH der Lésung wurde
mit 1 M HCL auf 4,6 eingestellt. Anschlielend wurde 0,11 g
Delphinidinchlorid zugegeben und fur 2 h bei 27° C im Dun-
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keln gerihrt. Die erhaltene homogene Flissigkeit wurde wie

in Beispiel 3.1 gefriergetrocknet, gemahlen und gesiebt.

Beispiel 3.1 ist erfindungsgemal, bei den Beispielen 3.2

und 3.3 handelt es sich um Vergleichsbeispiele.

Beispiel 4: Stabilitatsversuche

Die Feststoffe gemall den Beispielen 3.1 bis 3.3 wurden un-

ter folgenden Bedingungen gelagert:

- 8 Tage bei Raumtemperatur in braunen, verschraubten
Glasbehaltern,
- AnschlieBend 22 Tage bei Raumtemperatur in Glasbehal-

tern unter Sauerstoffatmosphdare 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 flir 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 gesplilt. Die Proben wurden anschliellend 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
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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

Die Ergebnisse zeigen, dass sich erfindungsgemdlB ein Delpi-
nidinkomplex herstellen lasst, der selbst unter reiner Sau-
erstoffatmosphdare eine hohe Stabilitat und damit gute La-
gerfahigkeit besitzt. Der Komplex besitzt ferner eine gute
Loslichkeit in wassrigen, insbesondere leicht sauren Ldsun-
gen, so dass sich Delphinidin erfindungsgemall auf vielfal-
tige Art und Weise formulieren lasst. Die Stabilitat des
erfindungsgemdlien Feststoffes ist ahnlich gut wie eine For-
mulierung mit Stadrke (Beispiel 3.3), dieses Vergleichsbei-
spiel lésst sich allerdings nicht in einer wassrigen Losung

formulieren.

Beispiel 5: Stabilitatsversuche in wassriger Ldsung

Zur Bestimmung des Gehalts von Delphinidinchlorid in den
delphinidinhaltigen Losungen wurde ein Reverse Phase HPLC-
Verfahren ahnlich dem oben bereits beschriebenen verwendet.

Dabei wurden folgende Reagenzien eingesetzt:

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

1 M Salzsaure als volumetrische L&sung.

Als Saule wurde eine Waters X Bridge™ C18, 35 ul, 150 mm x

4,6 mm verwendet.

Die mobilen Phasen waren wie folgt:
Kanal A: Wasser 770 ml, Methanol 230 ml, Armeisensadaure 10 ml

Kanal B: Wasser 50 ml, Methanol 950 ml, Armeisensaure 10 ml
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Folgendes Gradientenprogramm wurde verwendet:

Zeit [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 pm zur Detektion
von Verunreinigungen

Integrator: Fléache

Losungen und Probenvorbereitung:

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

ml 1 M HCL

Verdinnungsldsung 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 Ldsen in Verdinnungsldsung 1 hergestellt.
Nach dem Lésen wurde ungefahr 10fach verdinnt mit Verdin-
nungslosung 2 zur Herstellung einer ungefahren 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 Pruflésungen:

Zur Bestimmung des Delphinidingehalts einer erfindungsgemé-
Ben wassrigen Losung wurden Delphinidin/SBE-B-CD des Bei-
spiels 3.1 (erfindungsgemal) und Delphinidin (Vergleichs-
beispiel in 0,9 %iger NaCl-Losung geldst bis zur Einstel-
lung einer Startkonzentration (bezogen auf das Delphinidin)
von 1,584 mg/ml (erfindungsgemdles Beispiel) bzw. 00,0216
mg/ml (Vergleichsbeispiel). Die Loésungen wurden bei Raum-
temperatur hergestellt und anschlieBend 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, 0% 64,7%
4 5,1% 62,8%

Die Bestimmung des Delphinidingehalts in den Proben wurde

berechnet unter Zuhilfenahme der Agilent ChemStation Soft-
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ware unter Verwendung der Kalibrierung mit den beschriebe-

nen externen Standard.

ITI. Wirkung des Anthocyanidin Delphinidin auf Bakterien

1. Teststamme und Versuchsaufbau

Es wurden die folgenden Stamme ausgewahlt:

- Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, BRiofilm-positives klini-
sches Isolat aus einer AuBlenohr-Infektion (Referenz-
stamm) ;

- Klebsiella pneumoniae ATCC700603 Riofilm-positives klini-
sches Isolat aus Urin von einem ESBL+ (Extended Spectrum
Beta-Lactamase) —-Krankenhauspatienten (Referenzstamm);

- Staphylococcus aureus MRSA2318 Biofilm-positives klini-
sches Isolat aus Trachealsekret vom 22.04.2009 (Uniklinik
Wirzburg, Neurochirurgische Klinik und Poliklinik I, In-
tensivstation);

- Staphylococcus aureus MRSA2855 Biofilm-positives klini-
sches Isolat aus RBRlutkultur vom 22.04.2009(Uniklinik
Wirzburg, Medizinische Klinik und Poliklinik I, ITS);

- Staphylococcus aureus MSSA1155 Biofilm-positives klini-
sches Isolat vom 27.04.2004 aus Bauchraumabstrich (Uni-

klinik Wirzburg, Urologie, Station B).

Die vorgenannten Stamme wurden aufgrund ihrer ausgepragten
Biofilmbildung als besonders geeignet flir die Untersuchung
der Wirkung der erfindungsgemalien Zusammensetzungen auf

Bakterien ausgewahlt, wie sich aus Figur 1 ergibt.

Figur 1 zeigt die Ergebnisse einer statischen Riofilmbil-
dung nach 48 Stunden flir verschiedene Stamme der Arten

Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella pneumoniae sowie
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MRSA- und MSSA-Stamme in zwei unabhangigen Experimenten.
Das Wachstum und die Analyse des Biofilms wurde in einem
statischen Modell mittels des Kristallviolett-Tests gemal
dem Basisprotokoll 1 in Current Protocols in Microbiology
1B.1.2 -1B.1.4 ,MICROTITER PLATE BIOFILM ASSAY"“ [publiziert
online August 2011 in Wiley Online Library (wileyonlinelib-
rary.com) DOI: 10.1002/9780471729259.mc01b01s22] bestimmt.

2. Wirkstoffanalyse

Die Untersuchung des Einflusses von Delphinidin auf das

bakterielle Wachstum und die bakterielle Biofilmbildung er-

folgte mittels

a) der visuellen Bewertung des bakteriellen Wachstums (sta-
tisches Modell),

b) Vitalitatstest (Ausstrich auf Blutagarplatten)

c) Analyse des Biofilms in einem statischen Modell mittels
des Kristallviolett-Tests wie oben unter Ziffer 1 be-

schrieben.

zuerst wurden 1x10° Bakterien/Well in 100 pl RPMI-1640
Zellmedium mit Phenolrot als Indikator fiir den pH-Wert (und
damit als indirekter Indikator fir das bakterielle Wachs-
tum) in einer 96-Well-Polysterol-Zellkulturschale vorge-
legt. Als Kontrolle diente steriles RPMI-1640. Anschlielend
wurde in RPMI-1640 geldstes Delphinidin aus einer zuvor er-
stellten Verdinnungsreihe hinzugefigt und die Zellkultur-
schale fiir 48 Stunden bei 37°C inkubiert, dessen visuelles
Ergebnis in Figur 2 dargestellt ist. Der Farbumschlag von
(Phenol-)Rot zu Gelb korreliert mit der Starke des bakteri-

ellen Wachstums.



WO 2013/144303 PCT/EP2013/056722
22

Ausstriche der Bakterien aus der Kulturschale sind in den
Figuren 3 (P. aeruginosa ATCC9027), 4 (K. pneumoniae
ATCC700603), 5 (MRSA2318), 6 (MRSA2855) und 7 (MSSA1155)
dargestellt. ,ST 26.1.11™ und ,ST 28.1.11" bei den Aus-
strichen auf den Agarplatten verweist auf das Jjeweilige

Ausstrichdatum der duplizierten Versuche.

Mit gleichem Versuchsaufbau erfolgte die Analyse des Bio-
films mittels des Kristallviolett-Tests wie oben unter Zif-
fer 1 beschrieben, dessen Ergebnis nach 48 Stunden Inkuba-
tion und Kristallviolett-Test in Figur 8 insgesamt, und in
den Figuren 9-13 jeweils nach Messung der optischen Dichte
graphisch aufbereitet fiir die jeweiligen Delphinidin-
Konzentrationen bei den einzelnen Bakterienstdmmen darge-
stellt sind (Figur 9: P. aeruginosa ATCC9027, Figur 10: K.
pneumoniae ATCC700603, Figur 11: MRSA2318, Figur 12:
MRSA2855, Figur 13: MSSA1155).

Die Versuchsergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfas-

sen:

- Delphinidin besitzt keinen hemmenden Einfluss auf das
Wachstum und die BRiofilm-Bildung der gram-positiven Bak-
terien P. aeruginosa und K. pneumoniae. Die Biofilm-
Bildung scheint im Fall von K. pneumoniae sogar noch sti-

muliert zu werden.

- Dagegen besitzt Delphinidin einen hemmenden Effekt sowohl
auf das Wachstum als auch die Biofilm-BRildung von S. au-
reus (sowohl MSSA als auch MRSA). Diese Wirkung nimmt do-
sisabhangig ab.
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Patentanspriiche

Komplex umfassend mindestens ein Anthocyanidin oder

dessen Salze zur zumindest teilweisen Neutralisation
von Bakterien ausgewadhlt aus der Gruppe bestehend aus
Antibiotika-resistenten Staphylococcus aureus und An-

tibiotika-sensitiven Staphylococcus aureus.

Komplex nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
der Komplex Anthocyanidin und Sulfoalkylether—p-

Cyclodextrin umfasst.

Komplex nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
das Sulfoalkylether-pf-Cyclodextrin ein Sulfobuty-
lether-B-Cyclodextrin ist.

Komplex nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeich-
net, dass der Substitutionsgrad des Cyclodextrins mit
Sulfoalkylethergruppen 3-8, vorzugsweise 4-8, weiter
vorzugsweise 5 bis 8, weiter vorzugsweise 6 bis 7 be-

tragt.

Komplex nach einem der vorangehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Anthocyanidine ausge-
wahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Aurantinidin,
Cyanidin, Delphinidin, Europinidin, Luteolinidin,
Pelargonidin, Malvidin, Peonidin, Petunidin und

Rosinidin.

Komplex nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass

das Anthocyanidin Delphinidin ist.
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Komplex nach einem der vorangehenden Anspriiche, da-

durch gekennzeichnet, dass die Antibiotika ausgewdhlt

sind aus der Gruppe bestehend aus

- B-Lactam Antibiotika, einschlieRflich Penicillin,
Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame,

- Chinolone

- Tetracycline,

- Aminoglykoside,

- Erythromycin,

- Sulfonamide und

- Vancomycin.

Wassrige Losung eines Komplexes nach einem der voran-
gehenden Anspriiche oder Feststoff enthaltend einen

Komplex nach einem der vorangehenden Anspriiche.

Wasserige Losung oder Feststoff nach Anspruch 8, da-
durch gekennzeichnet, dass die wassrige Losung oder
der Feststoff Bestandteil eines Arzneimittels, ein Zu-

satz von Werkstoffen oder einer Spilldsung sind.

Verfahren zur Behandlung eines Objekts, wobei das Ob-

jekt kein lebendes Tier ist, umfassend:
a) die Bereitstellung
i) eines Komplexes nach einem der Anspriiche 1
bis 7 oder einer wassrigen Losung oder Fest-
stoffes nach Anspruch 8 oder 9 und
ii) eines nicht lebenden Objekts, das verddchtig
wird, mit Bakterien ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus Antibiotika-resistenten
Staphylococcus aureus und Antibiotika-
sensitiven Staphylococcus aureus kontami-

niert zu sein, und
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b) die Behandlung des Objekts mit dem Komplex oder

der wassrigen Losung oder dem Feststoff unter

solchen Bedingungen, dass die Bakterien, die ver-

dachtigerweise das Objekt kontaminieren, zumin-

dest teilwelise neutralisiert werden.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass das Objekt ein Tierkérper oder ein Teil davon

ist.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass die Tierkdrper oder Teile davon ausgewahlt sind
aus der Gruppe bestehend aus

- Korper eines Rindes oder ein Teil davon,

- Kbrper eines Schweins oder ein Teil davon,

- Geflligelkdrper oder ein Teil davon und

- Korper eines im Wasser lebenden Tieres oder ein Teil

davon.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass das Objekt ein Nahrungs- und/oder Futtermittel

ist.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
dass das Nahrungs- und/oder Futtermittel ausgewdhlt
ist aus der Gruppe bestehend aus

- einem Fleischprodukt,

- einem verarbeiteten Fleischprodukt,

- einem Molkereiprodukt,

- Gemiise und deren Teilen und

- Obst und deren Teilen.
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Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass die Objekte ausgewdhlt sind aus der Gruppe beste-
hend aus
a) Vorrichtungen und/oder Einrichtungen und/oder
Ausristungen und/oder Gerdten fiur
- medizinische Anwendungen,
- die Lebensmittelverarbeitung,

- das Militar,

b) Schutzausristungen,

c) hausliche Objekte,

d) Gebaudeeinrichtungen und
e) Bauwerke.

Komplex nach einem der Anspriiche 1-7 oder wassrige L&-
sung oder Feststoff nach Anspruch 8 oder 9 zur Verwen-
dung in der Behandlung eines Objekts das verdachtigt
wird, mit Antibiotika-resistenten oder Antibiotika-
sensitiven Bakterien der Art Staphylococcus aureus in-

fiziert zu sein.

Komplex nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder wassrige
Losung oder Feststoff nach Anspruch 8 oder 9 zur Ver-
wendung in der Behandlung oder Prophylaxe von Menschen
oder Tieren, die verddchtig sind, mit Antibiotika-
resistenten oder Antibiotika-sensitiven BRakterien der

Art Staphylococcus aureus infiziert zu sein.

Komplex oder wassrige Ldsung oder Feststoff zur Ver-
wendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
die Infektion Krankheiten mit Symptomen bedingt, die
ausgewadhlt sind aus der Gruppe bestehend aus:

— Hautinfektionen, einschlieBRlich Furunkel und Karbun-

kel,
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— Pyomyositis,

— Lungenentziindung,

— Endokarditis,

— Toxisches Schock-Syndrom,

— Sepsis und

— Mastitis.

PCT/EP2013/056722
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