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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolation von antiprotozoalen Saponinen aus Pflan-
zen, die zur Familie Myrsinaceae gehdren, und die Verwendung dieser Saponine zur Herstellung eines Arznei-
mittels zur Behandlung von sowohl menschlichen als auch tierischen Wirten, die mit Protozoen-Parasiten der
Gattung Leishmania infiziert sind, sowie fur die Linderung von klinischen Manifestationen von, bzw. Heilung
von Krankheiten, die unter der Bezeichnung Leishmaniasen bekannt sind, bei diesen Wirten.

[0002] Beiden Leishmaniasen existieren verschiedenste Krankheitsanzeichen, die sich in ihrer Schwere und
ihrer Auswirkung auf die Gesundheit stark unterscheiden. In erster Linie handelt es sich bei Leishmaniasen um
Leiden mit Erschdpfungszustanden, die von verschiedenen Leishmania-Arten verursacht und von unterschied-
lichen Phlebotomine-Sandfliegen Gbertragen werden. Leishmaniasen scheinen wesentlich 6fter vorzukommen
und von gréfRerer Bedeutung fir die Volksgesundheit zu sein, als bis jetzt angenommen wurde. Die Bekdmp-
fung von Leishmania-Infektionen ist deshalb kompliziert, weil viele Sandfliegenarten als Vektoren in Frage
kommen, weil viele Tierarten als Zwischenwirte dienen kdnnen und weil Diagnoseverfahren (klinische, serolo-
gische, parasitologische Verfahren) nicht immer anwendbar sind bzw. diagnostisch nur von beschranktem
Wert sind.

[0003] Bei den Manifestationen kann es sich um Manifestationen an den Eingeweiden, an Haut und Schleim-
haut sowie nur an der Haut handeln; der Stamm des infizierenden Organismus sowie der immunologische Zu-
stand des Wirts kénnen die klinischen Manifestationen und das Endergebnis der parasitischen Erkrankung be-
einflussen. Die Behandlung von Leishmaniasen ist kompliziert, und eine langere systemische Behandlung un-
abdingbar. Die Behandlungsziele bestehen darin, den menschlichen oder tierischen Patienten von einer intra-
zellularen parasitischen Infektion zu heilen, Rickfalle zu vermeiden, zu vermeiden, daf} der Patient nicht an-
sprechend wird und die Kosten fiir einen Krankenhausaufenthalt und die Behandlung insgesamt so gering wie
mdglich zu halten. Um diese Ziele zu erreichen, miissen geeignete Arzneistoffe in entsprechenden Dosierun-
gen und in einer entsprechenden Haufigkeit ausreichend lang verabreicht werden. Trotz intensiver Forschung
bei der Suche nach wirksamen, gut vertraglichen Leishmanienmittel wurden nur wenige Mittel entdeckt, die fur
den Patienten verfugbar sind. Zur Zeit werden Ublicherweise als Arzneistoffe der ersten Wahl zwei finfwertige
Antimonverbindungen verwendet, die tief in den Muskel injiziert werden mussen, namlich Meglumin-Antimonat
(Glucantim™, Farmitalia) sowie Natriumstibogluconat (Pentostam™, Wellcome). Arzneistoffe der zweiten Wahl
sind Amphothericin-B (insbesondere die Liposomenformulierungen), Pentamidin und Allopurinol. Die zur Zeit
verfugbaren Therapien sind nur ungentigend wirksam und fiihren zu toxischen Nebenwirkungen beim Patien-
ten. Aulerdem ist ihr Wirkungsspektrum nicht breit genug. Deshalb besteht nach wie vor ein Bedarf an neuen
Arzneistoffen. Die vorliegende Identifikation von neuen Wirkstoffen wird bei der Behandlung von Krankheiten,
die von Protozoen-Parasiten der Gattung Leishmania verursacht werden, Verwendung finden.

[0004] In Phytochemistry, 41 (1), 1996, S. 269-277 und Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
18 (4,5), 1998, S. 737-743 werden Triterpenoidsaponine beschrieben, die aus den Blattern von Maesa lance-
olata isoliert werden. In Journal of Natural products 61 (5), 1998, S. 585-590 wird die Auswertung von biologi-
schen Wirksamkeiten von Triterpenoidsaponinen aus Maesa lanceolata in Viruzid-Assays, antimykotischen
Assays und Molluskizid-Assays beschrieben.

[0005] Unerwarteterweise wurden Triterpensaponine mit einer sehr guten prophylaktischen und therapeuti-
schen Wirksamkeit gegen Leishmania aus der Pflanze Maesa balansae, einer Art der Familie Myrsinaceae,
Gattung Maesa, isoliert.

[0006] Die Erfindung betrifft auch ein alternatives Verfahren zur Isolation von Triterpensaponinen aus Pflan-
zen, die zur Familie Myrsinaceae gehoren, dadurch gekennzeichnet, daR das Verfahren die folgenden Schritte
umfalfdt:
(a) Extrahieren der getrockneten Pflanzenteile mit einem Alkohol und Einengen des Extrakts,
(b) Entfernen der unpolaren Fraktion aus dem Extrakt mittels Flussig-Flissig-Extraktion mit einem unpola-
ren Losungsmittel,
(c) weitere Aufreinigung der Saponine in dem Alkoholextrakt mittels Flissig-Flissig-Extraktion, Filtration
und Chromatographie.

[0007] Der Alkohol ist insbesondere Methanol, Ethanol, Isopropanol, Butanol, jeweils gegebenenfalls in Ab-

mischung mit Wasser, vorzugsweise eine 70:30-Mischung aus Ethanol und Wasser; das unpolare Lésungsmit-
tel ist ein Kohlenwasserstoff, z.B. Hexan.
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[0008] Werden die Saponine aus der Pflanzengattung Maesa isoliert, kann die Chromatographie eine Um-
kehrphasen-Flussigkeitschromatographie mit einem Gradientenelutionssystem unter Verwendung von

A: 0,5% Ammoniumacetat in Wasser

B: Methanol

C: Acetonitril

wobei zum Zeitpunkt t = 0 (A:B:C)=(60:20:20)

und zum Zeitpunkt t = Ende (A:B:C)=(0:50:50), oder eine Direktphasen-Flussigkeitschromatographie an Silica-
gel umfassen.

[0009] Bei diesen Verfahren fallt ein Gemisch an, das im wesentlichen aus Saponinen besteht. Dieses Sapo-
ningemisch wurde in vielen pharmakologischen Versuchen, die im Versuchsteil beschrieben sind, verwendet.
Fir die Strukturaufklarung wurde dieses Gemisch wie im Versuchsteil beschrieben mittels HPLC in die Einzel-
bestandteile aufgetrennt.

[0010] Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein oder mehrere Triterpensaponine, die nach den im
vorliegenden Text beschriebenen Verfahren hergestellt werden kénnen, egal, ob als Gemisch oder in Form der
aufgereinigten Produkte.

[0011] Insbesondere betrifft die Erfindung Triterpensaponine, die von der Pflanzengattung Maesa mittels
Chromatographie umfassend eine Umkehrphasen-Flissigkeitschromatographie mit einem Gradienteneluti-
onssystem unter Verwendung von

A: 0,5% Ammoniumacetat in Wasser

B: Methanol

C: Acetonitril

wobei zum Zeitpunkt t = 0 (A:B:C)=(60:20:20)

und zum Zeitpunkt t = Ende (A:B:C)=(0:50:50) und

wobei das Saponin die folgenden Kennwerte aufweist:

Verbindung 1: MG = 1532, A, = 228,6 nm, A, = 273,3 nm; t; = 8,97

Verbindung 2: MG = 1510, A, = 223,9 nm, A =274,5 nm; t; = 9,39

Verbindung 3: MG = 1532, A, = 279,2 nm, A,,, = 223,9 nm; t; = 9,68

Verbindung 4: MG = 1510, A, = 280,4 nm, A, = 222,7 nm; t; = 10,09

max2
» Nmax max2

Verbindung 5: MG = 1574, A, = 276,8 nm, A =225,0 nm; t; = 10,87 bzw.

Verbindung 6: MG = 1552, A, = 279,2 nm, A, = 223,9 nm; t; = 11,37;

erhaltlich sind.

max2

max2

[0012] Die relative Retentionszeit t; ist der Mittelwert von 10 Bestimmungen gegen die Retentionszeit von
Uracil an einer Hypersil BDS C-18 Saule, 3 ym, 100 x 4 mm.

[0013] Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung Triterpensaponine der Formel

HO

OH
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in der R, -O(C=0)C4H; oder -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R, (E)- oder (Z)-O(C=0)CH=CH-C4H, bedeutet und
R, Wasserstoff oder -(C=0)CH, bedeutet,
insbesondere diejenigen, bei denen

in Verbindung 1 R, -O(C=0)C¢H, bedeutet,

R3 (Z)-O(C=0)CH=CH-C4H, bedeutet,

R, Wasserstoff bedeutet;

in Verbindung 2 R, -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R, (2)-O(C=0)CH=CH-CH, bedeutet,

R, Wasserstoff bedeutet;

in Verbindung 3 R, -O(C=0)C¢H, bedeutet,

R, (E) -O(C=0)CH=CH-CH, bedeutet,

R, Wasserstoff bedeutet;

in Verbindung 4 R,-O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R, (E)-O(C=0) CH=CH-CH, bedeutet,

R, Wasserstoff bedeutet;

in Verbindung 5 R, -O(C=0)C¢H, bedeutet,

R, (E) -O(C=0)CH=CH-C4H, bedeutet,

R, -(C=0)CH, bedeutet;

in Verbindung 6 R, -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R, (E) -O(C=0)CH=CH-CH, bedeutet,

R, -(C=0)CH, bedeutet.

[0014] Bevorzugte Verbindungen zur Verwendung in den erfindungsgemalen pharmazeutischen Zusam-
mensetzungen und Behandlungsverfahren sind die Verbindungen 3 und 4, insbesondere Verbindung 3.

[0015] Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von einem oder mehreren Triterpen-
saponinen fur die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von Leishmania-
sen in Wirten, die mit Leishmania-Arten infiziert sind, dadurch gekennzeichnet, dal} das Saponin die Formel (1)

oder eine ihrer stereoisomeren Formen oder eines ihrer pharmazeutisch unbedenklichen Additionssalze auf-
weist, in der

R, Wasserstoff, -(C=0)C, s-Alkyl, -(C=0)C,s-Alkenyl, phenylsubstituiertes -(C=0)C, .-Alkenyl, eine Monosac-
charidgruppe oder eine Oligosaccharidgruppe bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C,_-Alkyl, -O(C=0)C, .-Alkenyl, -O(C=0)CH, oder phenylsubstituiertes
-O(C=0)C,_s-Alkenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C,_-Alkyl, -O(C=0)C, .-Alkenyl, -O(C=0)CH, oder phenylsubstituiertes
-O(C=0)C,_s-Alkenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, C,s-Alkyl, -(C=0) C, Alkyl, -(C=0)C,-Alkenyl, -(C=0)CsH; oder phenylsubstituiertes
-(C=0)C,s-Alkenyl bedeutet;

R, CH,, CH,0OH, CH,0OCH,, CH,0-C(=0)CH,, CHO, COOH bedeutet; oder

R; und R, einen zweiwertigen Rest der Formel -C(=0)-O- bilden;

Re und R, Wasserstoff bedeuten oder gemeinsam eine Bindung bilden; oder

R, und R, einen zweiwertigen Rest der Formel

-CH,-O- (@),
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-CH(OR,,)-O- (b),
-C(=0)-O- (©

in der R,; Wasserstoff, C, s-Alkyl oder -(C=0)C, s-Alkyl bedeutet,

bilden;

Rg. und Rg, jeweils unabhangig voneinander CH,, CH,OH, CH,OCH,, CH,O-C(=O)C,,-Alkyl, CHO, CH
(OCH,),, CH=NOH, COOH bedeuten; oder

Rgs Und R, einen zweiwertigen Rest der Formel -C(=0)-O- bilden; oder

Rgs und R, einen zweiwertigen Rest der Formel -CH,O-CHOH- bilden;

R, CH,, CH,OH, CH,0CH;,, CH,0-C(=0)C, 5-Alkyl, CHO, COOH bedeutet;

R,, CH;, CH,0OH, CH,OCH,, CH,0-C(=0)C, ;-Alkyl, CHO, COOH bedeutet;

R,, Wasserstoff, Hydroxy oder O-C(=0)C, ;-Alkyl bedeutet, oder R,, und R,, einen zweiwertigen Rest der For-
mel -CH,O- bilden; und

R;, CH;, CH,0OH, CH,OCH,, CH,0-C(=0)CH,, CHO, CH=NOH oder COOH bedeutet.

[0016] Bevorzugte Verbindungen der Formel (I) sind diejenigen, in denen

R, Wasserstoff, -(C=0)C, ;-Alkyl oder eine Oligosaccharidgruppe bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, .-Alkyl, -O(C=0)C,_s-Alkenyl, phenylsubstituiertes -O(C=0)C, .-Alkenyl
bedeutet;

R, Wasserstoff, C, -Alkyl, -(C=0)C, s-Alkyl, -(C=0)C,-Alkenyl bedeutet;

R; CH,OH, CH,0-C(=0)CH,, CHO bedeutet; und

Rs und R, gemeinsam eine Bindung bilden; oder

Rs und R; einen zweiwertigen Rest der Formel

-CH,-O- (a),
-CH(OR,,)-O- (b),
-C(=0)-0- (c)

in der R,; Wasserstoff, C, -Alkyl oder -(C=0)C, s-Alkyl bedeutet,
bilden; und

R, Wasserstoff bedeutet;

Rg, CH, bedeutet;

Rgg CH;, CH,OH, CHO, CH (OCH,),, CH=NOH, COOH bedeutet; oder
Rgs Und R, einen zweiwertigen Rest der Formel -C(=0)-O- bilden; oder
Rgs und R einen zweiwertigen Rest der Formel -CH,O-CHOH- bilden;
R,, CH;, CH,OH bedeutet;

R,, Wasserstoff, Hydroxy oder O-C(=0)C, .-Alkyl bedeutet; oder

R,, und Ry, einen zweiwertigen Rest der Formel -CH,O- bilden; und
R,, CH,;, CH,OH, CH,O-C(=0)CH,, CHO oder CH=NOH bedeutet.

[0017] Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel (l) sind diejenigen, in denen

R, Wasserstoff oder eine Oligosaccharidgruppe bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, s-Alkyl, -O(C=0)C,_,-Alkenyl, -O(C=0)C,H, oder phenylsubstituiertes -O
(C=0) C,;-Alkenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O (C=0) C,_.-Alkyl, -O(C=0)C, .-Alkenyl oder phenylsubstituiertes -O (C=0) C, .-Al-
kenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, C, s-Alkyl, -(C=0)C, ;-Alkyl, -(C=0)C,_-Alkenyl oder phenylsubstituiertes -(C=0)C, .-Alkenyl
bedeutet;

R; CH,OH, CH,0CH,, CH,0-C(=0O)CH,, CHO, COOH bedeutet; und

R und R, gemeinsam eine Bindung bilden; oder

R; und R; einen zweiwertigen Rest der Formel

-CH,-O- (a),
-CH(OR,,)-O- (b),
-C(=0)-O- (),
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in der R,; Wasserstoff bedeutet, bilden; und
R, Wasserstoff bedeutet;

Rg, Und Ry, beide CH, bedeuten;

Ry CH, bedeutet;

R,, CH, bedeutet;

R,, Wasserstoff bedeutet; und

R,, CH bedeutet.

[0018] Die Verbindungen der Formel (I) kénnen nach fachbekannten Verfahren ineinander tberfiihrt werden.
Besonders interessante Verfahren sind die Verseifung in basischen Medien, die Umesterung in sauren Medien,
sowie der enzymatische Abbau des Oligosaccharidrests zu Aglyconen, d.h. Verbindungen der Formel (l), in
denen R, Wasserstoff bedeutet.

[0019] Fur die Behandlung von Leishmaniasen kénnen die Verbindungen der Formel (1) oral, topisch, paren-
teral, mittels Inhalationsspray oder rektal in Einzeldosisformen, die traditionelle nichttoxische pharmazeutisch
annehmbare Trager, Hilfsstoffe und Grundstoffe enthalten, verabreicht werden. Im vorliegenden Zusammen-
hang beinhaltet der Ausdruck parenteral die subkutane Injektion, die intravendse, intramuskulare, intrasternale
Injektion, die intraartikulare Injektion oder Infusionstechniken bei Patienten, die von Infektion mit Leishmanien
bedroht sind.

[0020] Die den Wirkstoff enthaltenden pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen in einer Form vorlie-
gen, die sich fur die orale Verwendung eignet, z. B. in Form von Tabletten, Trochisci, Pastillen, walirigen oder
Oligen Losungen oder Suspensionen, dispergierbaren Pulvern oder Granulaten, Emulsionen, Steckkapseln,
Weichkapseln, Sirupen oder Elixiren. Zusammensetzungen, die fiir die orale Verwendung bestimmt sind, kon-
nen nach einem beliebigen galenischen Verfahren hergestellt werden, und diese Zusammensetzungen kénnen
einen oder mehrere Mittel aus der Reihe Silungsmittel, Geschmacksstoffe, Farbstoffe und Konservierungs-
mittel enthalten, um zu einem pharmazeutisch eleganten und schmackhaften Praparat zu gelangen. Tabletten
enthalten den Wirkstoff in Abmischung mit nichttoxischen pharmazeutisch annehmbaren Grundstoffen, die
sich fur die Tablettenherstellung eignen, darunter inerte Streckmittel, Granulierhilfsmittel, Sprengmittel und
Gleitmittel, was jedoch keine Einschrankung darstellen soll. Die Tabletten kénnen unbeschichtet oder auf be-
kannte Weise beschichtet sein, um das Zerfallen und die Resorption im Magen-Darm-Trakt zu verzégern, wo-
durch man zu einer Arzneiform mit hinhaltender Wirkstofffreigabe Gber einen langeren Zeitraum gelangt, um
einen unangenehmen Geschmack bzw. ein unangenehmes Mundgefiihl zu maskieren, oder um das Aussehen
und die Erkenntlichkeit zu verbessern.

[0021] Walrige Suspensionen enthalten die Wirkstoffe in Abmischung mit Grundstoffen, die sich fir die Her-
stellung von walrigen Suspensionen eignen. Solche Grundstoffe sind Suspendiermittel, Dispergiermittel oder
Netzmittel. Diese walirigen Suspensionen kénnen auch ein oder mehrere Konservierungsmittel enthalten, und
dlige Suspensionen kdénnen dadurch formuliert werden, da® man den Wirkstoff in einem geeigneten pflanzli-
chen Ol oder in einem Mineraldl, wie Paraffinél, suspendiert. Die éligen Suspensionen kdnnen Verdickungs-
mittel, SURmittel und Geschmacksstoffe enthalten, um zu einem schmackhaften Oralpraparat zu gelangen.
Diese Zusammensetzungen kénnen durch Zusatz eines annehmbaren Antioxidans konserviert werden.

[0022] Dispergierbare Pulver und Granulate, die sich fur die Herstellung von wafdrigen Suspensionen durch
Zugabe von Wasser eignen, stellen den Wirkstoff in Abmischung mit einem Dispergiermittel oder Netzmittel,
Suspendiermittel und einem oder mehreren Konservierungsmitteln bereit.

[0023] Die erfindungsgemafllen pharmazeutischen Zusammensetzungen koénnen auch in Form von
Ol-in-Wasser- (o/w) oder Wasser-in-Ol- (w/0) Emulsionen vorliegen. Bei der Olphase kann es sich um ein phar-
mazeutisch geeignetes pflanzliches Ol, ErdnuRéle, oder ein Mineraldl handeln, das geeignete Emulgatoren
und Antioxidantien enthalt. Die walrige Phase kann Emulgatoren, Verdickungsmittel und Konservierungsmittel
enthalten. Die Emulsionen kédnnen auch Sufimittel, Farbstoffe und Geschmacksstoffe enthalten.

[0024] Sirupe und Elixiere kénnen mit Simitteln formuliert werden. Solche Formulierungen kénnen auch ein
reizstillendes Mittel, ein Konservierungsmittel sowie Geschmacks- und Farbstoffe enthalten.

[0025] Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen in Form eines sterilen Injektionspraparats, z.B.
als sterile walrige oder 6élige Injektionslésung oder -suspension in einem nichttoxischen parenteral annehm-
baren Verdinnungsmittel oder LOsungsmittel, vorliegen. Zu den annehmbaren Konstituentien und Lésungsmit-
teln, die verwendet werden kdnnen, zdhlen Wasser, Ringersche Lésung sowie isotonische Natriumchloridlo-

6/18



DE 699 18 166 T2 2005.07.07

sungen. Zusatzlich werden sterile fixierte Ole traditionell als Lésungsmittel oder Suspendiermittel verwendet.
Fur diesen Zweck kann jedes neutrale fixierte Ol verwendet werden, darunter synthetische Mono- oder Digly-
ceride, Fettsduren und andere geeignete Zusatzstoffe fiur Iniectabilia. Suspensionen kénnen gemaf bekann-
ten Techniken unter Verwendung von geeigneten Dispergier- oder Netzmitteln und Suspendiermitteln herge-
stellt werden.

[0026] Die Verbindungen der Formel (1) kbnnen auch in Form von Suppositorien oder anderen Formulierun-
gen, wie Lésungen oder Suspensionen fir die rektale Verabreichung des Arzneistoffs, verabreicht werden.
Suppositorien kdnnen dadurch hergestellt werden, da® man den Arzneistoff mit einem geeigneten nichtreizen-
den Grundstoff, der bei Normaltemperaturen fest, bei der Rektaltemperatur jedoch flissig ist und so den Arz-
neistoff abgibt, vermischt.

[0027] Die Tagesdosis der Verbindungen der Formel (I) kbnnen in einem weiten Bereich schwanken, z.B. von
1,0 bis 2000 mg. Vorzugsweise wird die Verbindung der Formel (I) in Form einer pharmazeutischen Zusam-
menstellung gemeinsam mit einem Trager fir eine geeignete Dosierung fiir den zu behandelnden Patienten in
unterteilten Dosen, die 5, 10, 25, 50, 100, 150, 250 oder 500 mg Wirkstoff enthalten, verabreicht. Eine wirksa-
me Menge des Arzneistoffs wird normalerweise in einem Dosierbereich von ungefahr 0,01 mg bis ungefahr 50
mg/kg Koérpergewicht bereitgestellt. Vorzugsweise betragt der Bereich ungefahr 0,1 mg bis ungefahr 7 mg/kg
Koérpergewicht.

[0028] Es ist naturlich klar, daf® das spezifische Dosisniveau fur einen bestimmten Patienten von verschiede-
nen Faktoren, darunter der Wirksamkeit der jeweiligen verwendeten Verbindung, dem Alter, dem Koérperge-
wicht, dem allgemeinen Gesundheitszustand, dem Geschlecht, der Ernahrung, der Verabreichungszeit, dem
Verabreichungsweg, der Ausscheidungsgeschwindigkeit, der Arzneistoffkombination sowie der Schwere und
den betroffenen Organsystemen, denen die Therapie gelten soll, abhangt.

VERSUCHSTEIL
AUFREINIGUNG VON TRITERPENSAPONINEN AUS MAESA BALANSAE

[0029] Die luftgetrockneten pulverisierten Blatter (3 kg) von Maesa balansae wurden zur Entfernung von un-
polaren Substanzen mit Chloroform und anschlieRend mit Methanol:Wasser (9:1) extrahiert. Der alkoholische
Extrakt wurde unter verringertem Druck eingedampft und der Riickstand zwischen n-Butanol (wassergesattigt)
und Wasser verteilt. Die organische Schicht wurde zur Trockne abgedampft und der Rickstand wurde mit Ace-
ton gewaschen und filtriert. Der acetonunlésliche Teil, der die Saponine enthalt (10 g), wurde mittels Umkehr-
phasen-HPLC (stationdre Phase: RP-18 HS BDS Hyperprep 100 A, 8 pm; 200 g, @ der Saule: 5 cm) mit einem
gradientenelutionsmittelsystem unter Verwendung von:

A: 0,5% Ammoniumacetat in Wasser,

B: Methanol sowie

C: Acetonitril

bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 80 ml/min und UV-Detektion bei 235 nm gereinigt. Mit dem Gradien-
tenelutionssystem von A:B:C (60:20:20) zum Zeitpunkt t = 0 min nach A:B:C (0:50:50) zum Zeitpunkt t = 50
min erhalt man ein reines Saponingemisch (5 g), das sechs Verbindungen umfaft.

[0030] Jedes dieser sechs Saponine wurde an der gleichen Saule unter den gleichen Bedingungen unter Ver-
wendung des oben beschriebenen Lésungsmittelgradientsystems aufgereinigt. Es eluierten der Reihe nach
die folgenden Verbindungen:

Verbindung 1: MG = 1532, A, = 223,3 nm, wurde weiter mit dem isokratischen Lésungsmittelsystem A:B:C
(33:64:03) gereinigt; Ausbeute 230 mg.

Verbindung 2: MG = 1510, A, = 209,2 nm; Gradientenelutionssystem: von A:B:C (42:29:29) zum Zeitpunkt t
= 0 min bis A:B:C (24:38:38) zum Zeitpunkt t = Ende; Ausbeute 110 mg.

Verbindung 3: MG = 1532, A, = 222,1 nm; isokratisches Losungsmittelsystem A:B:C (40:30:30); Ausbeute
1000 mg.

Verbindung 4: MG = 1510, A, = 202,2 nm; isokratisches Losungsmittelsystem A:B:C (59:00:41); Ausbeute
1000 mg.

Verbindung 5: MG = 1574, A, = 203,4 nm; isokratisches Losungsmittelsystem A:B:C (32:34:34); Ausbeute
220 mg.

Verbindung 6: MG = 1552, A, = 216,3 nm; isokratisches Losungsmittelsystem A:B:C (32:34:34) unter
4maliger Wiederverwendung; Ausbeute 230 mg.
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AUSWERTUNG DER WIRKSAMKEIT GEGEN LEISHMANIEN

[0031] Der in den folgenden Beispielen verwendete Testarzneistoff PX umfaldt das aus Maesa balansae auf-
gereinigte Saponingemisch.

1. Wirksamkeit gegen Leishmanien in vitro

[0032] In der internationalen Literatur finden sich zahlreiche Beschreibungen von Verfahren fir die in-vit-
ro-Zlichtung von Leishmania-Organismen und die Durchmusterungstechnik. Die Testprotokolle sind flexibel
und kénnen an die jeweiligen Ziele und Eigenschaften der Prifverbindungen angepalfdt werden. Kurz gefaldt
wurde die folgende in-vitro-Technik verwendet:

Von Labornagetieren oder von Makrophagenzelllinien stammende primare peritoneale Makrophagen wurden
in Multiwell-Gewebekulturgefalle Gberimpft und ungefahr 24 Stunden lang anheften gelassen. Amastigoten der
Leishmania-Arten (die von Zielgeweben eines infizierten Donatortiers oder von mit Amastigoten infizierten Ge-
webekulturen stammten) oder Promastigoten der Leishmania-Arten wurden in einem geeigneten Infektionsver-
haltnis gemeinsam mit unterschiedlich reihenverdinnten Konzentrationen des Arzneistoffs bzw. der Prufver-
bindung gegeben. Der Priifarzneistoff wurde in einem geeigneten Losungsmittel, das mit dem in-vitro-Testsys-
tem vertraglich war (DMSO; Wasser, Alkohole und dergleichen funktionieren auch gut) vorgeldst und zu dem
Gewebekulturmedium gegeben. Die Kulturen wurden 5-15 Tage bei 37°C in 5% CO, inkubiert. Um einen Se-
lektivitatsindex zu bestimmen, wurde auch eine Behandlung von nichtinfizierten Kontrollkulturen mitgefiihrt.
AuRerdem wurden mit Referenzarzneistoffen behandelte Kulturen mitgefiihrt, um die relative Wirksamkeit des
Prifarzneistoffs zu bestimmen. Die Wirksamkeit des Arzneistoffs wurde in gefarbten Praparaten als prozentu-
ale Verringerung der Gesamtparasitenbelastung bzw. Anzahl infizierter Makrophagen im Vergleich mit den un-
behandelten Kontrollkulturen bestimmt. Die Auswertung wurde mikroskopisch durchgefiihrt, und es wurden die
EC,,-Werte (wirksame Konzentration fiir eine 50%ige Hemmung) bestimmt. Die prozentuale Verringerung und
der EC,,-Wert dienen als Anhaltspunkt fir die Wirksamkeit gegen Leishmaniasen in vitro und dienen als wich-
tige Hinweise auf klinisch nutzliche Mittel.

Tabelle |: Wirksamkeit gegen Leishmanien in vitro bei primaren Maus-Makrophagen

ECs, (Mikrogramm/ml)
Leishmania-Art PX Meglumin Pento- Ampho-B Itra-
stam conazol

Darm L.donovani 0,05 12 6 0,1 >12,5

L.infantum 0,05 12 ) 0,1 >12,5
Haut L.mexicana 1 >50 25 0,1 n.b.

L.major 5 >50 >50 0,2 n.b.
Haut/ L.panamensis {n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Schleim- L.major n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
haut
n.b.: nicht bestimmt

2. Wirksamkeit gegen Leishmanien in vivo

[0033] In derinternationalen Literatur finden sich zahlreiche Beschreibungen von Verfahren fiir die Erhaltung
von Leishmania-Organismen in vivo und Tiermodellen. Die bevorzugte Labortierart fir die Priméarisolation, Er-
haltung und Verwendung in kiinstlichen Infektionsmodellen sind Balb-C-Mause und Goldhamster. Die Testpro-
tokolle sind flexibel und kénnen an die jeweiligen Ziele und Eigenschaften der Priifverbindungen angepalit
werden. Kurz gefal3t wurde die folgende in-vivo-Technik verwendet:

Fir den Darm befallende Leishmania-Arten: Balb-C-Mause oder junge Hamster wurden intravends mit unge-
fahr 10%-10” Amastigoten, die von den Zielorganen (im allgemeinen der Milz) eines infizierten Donatortiers oder
von einer in-vitro-Kultur der Parasitenformen stammten, infiziert. Die Tiere wurden mit unterschiedlichen Do-
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sismengen der Prifverbindung behandelt (Dosisbereich: 0,1 bis 80 mg/kg in 100% DMSO oder einem beliebi-
gen anderen vertraglichen Konstituens), wobei unterschiedliche Verabreichungswege und Behandlungssche-
mata verwendet wurden. Mit der Behandlung wurde entweder zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der In-
fektion (kurativ), zugleich mit der Infektion (prophylaktisch) oder vor der Infektion (Residualwirkung) begonnen.
In der Anlage der prophylaktischen Studie wird die erste Verabreichung des Priifarzneistoffs unmittelbar vor
oder zusammen mit der kuinstlichen Infektion mit der Leishmania-Art gegeben. In der Anlage der kurativen Stu-
die wird die erste Verabreichung des Prifarzneistoffs mehrere Wochen nach der kiinstlichen Infektion mit der
Leishmania-Art gegeben (friih-kurativ = wenn die ersten klinischen Symptome in Erscheinung treten; spat-ku-
rativ = wenn die klinischen Symptome gut etabliert sind bzw. chronisch werden). Die Wirksamkeit des Arznei-
stoffs wurde durch Bestimmung der Gesamtparasitenbelastung in der Leber oder einem beliebigen anderen
relevanten Zielgewebe/Organ im Vergleich mit der Belastung des Gewebes/Organs bei unbehandelten Kon-
trolltieren ausgewertet. Die mittlere Amastigotenzahl wird quantitativ oder semiquantitativ anhand von gefarb-
ten Abdruck-Ausstrichpraparaten oder Objekttragern ausgezahit. Die prozentuale Verringerung dient als An-
haltspunkt fir die Wirksamkeit gegen Leishmaniasen und gibt wichtige Hinweise auf klinisch nitzliche Mittel.
Die minimale Wirkdosis (Lowest Active Dose; LAD) wird als niedrigste Dosis definiert, bei der die Parasitenbe-
lastung in dem Primarzielorgan/Gewebe um mindestens 80% verringert wird.

Tabelle Il: Wirksamkeit gegen Leishmanien in vivo bei der Maus und beim Hamster gegen Leishmania-Arten,
die den Darm befallen

Tier Dosierungs- % Reduktion der Parasitenbelastung im
schema Zielorgan nach parenteraler

Verabreichung von (mg/kg)

Art Haufig- Zeit-
keit punkt 40 20 10 5 2,5 1,25 0,63 0,32
Maus 5x proph. | 100 100 100 100 100 100 100 98

kurat. 100 100 100 100 100
1x proph. 100 100 100 100 100
kurat. 98 90 80

Hamster 5x proph. | 100 100 100

kurat. 100 100
1x proph. 100 100 100
kurat.
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Tabelle 1lI: In-vitro- und in-vivo-Wirkung gegen die den Darm befallende Art Leishmania infantum

Wirksamkeit gegen L.infantum Ergebnis
Produkt in vitro in vivo Wirksamkeits-

IC50 (ng/ml) |LAD (mg/kg 1x) beurteilung
PX 50 0,4 +++
Verbindung 1 70 0,8 ++
Verbindung 2 50 >0,8 ++
Verbindung 3 20 0,2 +++
Verbindung 4 20 0,4 +++
Verbindung 5 3400 >0,8 +
Verbindung 6 700 >0,8 +
Tri-OH-Derivat 10 000 >40 unwirksam
Aglycon-Derivat >50 000 >40 unwirksam

[0034] Fur die Haut bzw. die Haut/Schleimhaut befallende Leishmania-Arten: Balb-C-Mause oder junge
Hamster wurden intradermal oder subkutan mit ungefahr 10° bis 10” Amastigoten, die von den Zielorganen (im
allgemeinen Hautlasionen) eines infizierten Donatortiers oder von einer in-vitro-Kultur der Parasitenformen
stammiten, infiziert. Die Tiere wurden mit unterschiedlichen Dosismengen der Priifverbindung behandelt mg/kg
in 100 DMSO oder einem beliebigen anderen vertraglichen Konstituens), wobei unterschiedliche Verabrei-
chungswege und Behandlungsschemata verwendet wurden. Mit der Behandlung wurde entweder vor der In-
fektion (prophylaktisch) oder zu unterschiedlichen Zeiten nach der Infektion (kurativ) begonnen. In der Anlage
der prophylaktischen Studie wird die erste Verabreichung des Priifarzneistoffs unmittelbar vor oder zusammen
mit der kiinstlichen Infektion mit der Leishmania-Art gegeben. In der Anlage der kurativen Studie wird die erste
Verabreichung des Priifarzneistoffs mehrere Wochen nach der kiinstlichen Infektion mit der Leishmania-Art ge-
geben (frih-kurativ = wenn die ersten Hautlasionen in Erscheinung treten; spat-kurativ = wenn die Hautlasio-
nen gut etabliert sind bzw. chronisch werden). Die Aktivitdt des Arzneistoffs wurde entweder durch Bestim-
mung der Schwere der Lasion in dem entsprechenden Zielgewebe/Organ (primarer Parameter) oder der Pa-
rasitenbelastung in dem entsprechenden Zielgewebe/Organ (sekundarer Parameter) im Vergleich zu unbe-
handelten Kontrolltieren bestimmt. Die Lasionsgro3e wurde quantitativ nach dem Verfahren von J. EI-On. und
A. D. Hamburger [Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg., 81, 734-737 (1987)] beurteilt. Die prozentuale Verringe-
rung dient als Anhaltspunkt fiir die Wirksamkeit gegen Leishmaniasen und gibt wichtige Hinweise auf klinisch
nitzliche Mittel. Die minimale Wirkdosis (Lowest Active Dose; LAD) wird als niedrigste Dosis definiert, die die
Entwicklung von Lasionen verhindert, ein weiteres Fortschreiten der Lasionen aufhalt oder eine klinische Hei-
lung der Lasionen in dem priméaren Zielorgan oder -gewebe induziert.

Tabelle 1V: in-vivo-Wirkung gegen Leishmanien bei Mausen und Hamstern gegen die Haut bzw. die
Haut/Schleimhaut befallende Leishmania-Arten

A. Prophylaktische Behandlung

[0035] Bei der Anlage der prophylaktischen Studie wird die erste Verabreichung des Priifarzneistoffs unmit-
telbar vor der kinstlichen Infektion mit der Leishmania-Art gegeben
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GroBe der Hautl&dsion* nach der angegebenen

(proph.) Anzahl Wochen nach der Infektion
Gruppe o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Unbehandelte 0 0 0 0 O 1 1 10 33 59 86 108 98

Kontrolle

Ampho-B 10 mg/kg | O 0 O O O 1 2 7 13 34 85 101112

Pentostam 0o o 0 O O 0 1 9 13 22 37 50 51

250 mg/kg

PX 10 mg/kg 6o 0o 0 60 0 O O o0 O 0 0 ©

PX 5 mg/kg o 0 0 0 O 0O O o0 O 0 O

PX 2,5 mg/kg 0o 0 0 0 O O O 0 O 0 0 O

* Berechnung nach der folgenden Formel:

[senkrechter Durchmesser x waagerechter Durchmesser]/2 m?)

L.major (proph.)

GroBe der Hautldsion* nach der

angegebenen Anzahl Wochen nach

der Infektion

Gruppe o 1 2 3 4 5 6 7 8
Unbehandelte o 0 1 1 17 20 27 72 113
Kontrolle
Ampho-B 10 mg/kg 0 1 1 12 31 41 57 95
Pentostam 1 1 7 16 20 32 60
250 mg/kg
PX 10 mg/kg 6 0 0 o0 O O O o0 o
PX 5 mg/kg 6 0 0 O O 0 0 o
PX 2,5 mg/kg 06 0 0 O O 0O 0 O

* Berechnung nach der folgenden Formel:

[senkrechter Durchmesser x waagerechter Durchmesser]/2 mm?)
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L.panamensis GroBe der Hautl&dsion* nach der angegebenen
(proph.) Anzahl Wochen nach der Infektion
Gruppe 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Unbehandelte 0 0 0 0O 1 6 30 42 4% 58 55 67 56
Kontrolle
Ampho-B 10 mg/kg | 0O 0O 0 0 1 9 15 30 30 42 42 43 39
Pentostam 6 o 0 0 0 O O 0 O 0o O o0 O
250 mg/kg
PX 10 mg/kg o o 0 o o 0O O O O 0 0 o0 O
PX 5 mg/kg 6 o0 o 0 O O O O O O O 0 o0
PX 2,5 mg/kg O 6 0 0 0 0O O 0O 0O O 0 0 O

* Berechnung nach der folgenden Formel:
[senkrechter Durchmesser x waagerechter Durchmesser]/2 mm?)

B. Kurative Behandlung

[0036] Bei der Anlage der kurativen Studie wird die erste Verabreichung des Prifarzneistoffs mehrere Wo-
chen nach der kunstlichen Infektion mit der Leishmania-Art gegeben (im allgemeinen dann, wenn die ersten
klinischen Anzeichen auftreten).

L.mexi- Dosis |Haufigk./| GroBe der Hautlasion* nach der
cana angegebenen Anzahl Wochen nach
(kurat.) Woche der Infektion

Gruppe mg/kg _ 5** 6 7 8 9
Unbe- 1,7 3,6 10,7 17,7 32,8
handelte
Kontrolle
Pentostam 250 2x 2,5 4,9 8,5 13,3 19,2
PX 1 1x 1,8 3,6 4,2 3,1 2,2
PX 1 2x 2,2 3,7 3,6 2,4
PX 2 1x 1,6 2,6 1,3 1,3 1,4
PX 2 2x 1,3 1,1 1,8 0,7 0,6

* Berechnung nach der folgenden Formel:
[senkrechter Durchmesser x waagerechter Durchmesser]/2 nm?)

** Behandlungsbeginn
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L.major Dosis |Haufigk./|GroBe der Hautldsion* nach der
(kurat.) angegebenen Anzahl Wochen nach
Gruppe Woche |der Infektion

mg/kg 2**% 3 4 5 6 7 8 9
Unbe- 1 | 14 | 32|42 | 50 | 59 | 64 | 148
handelte
Kontrolle
Pentostam| 250 2x 1 | 13124 | 33|36 | 42| 48 |123
PX 1 1x 1 14 | 27 | 34 | 40 | 46 | 59 | 64
PX 1 2x 1 12 | 19| 27 | 32} 33| 32| 33
PX 2 1x 1 |16 | 25| 30| 33| 38| 42 | 42
PX 2 2x 1 9 123|129 ]|30}28]32] 35

* Berechnung nach der folgenden Formel:

[senkrechter Durchmesser x waagerechter Durchmesser] /2 mm

** Behandlungsbeginn

2)

L.pana- Dosis |Haufigk./| GroBe der Hautl&dsion* nach der
mensis angegebenen Anzahl Wochen nach
(kurat.) Woche der Infektion

Gruppe mg/kg 5** 6 7 8 9
Unbe- 2,8 8,5 20,8 30,5
handelte
Kontrolle
Pentostam 250 2X 2,3 1,2 0,5 0,1
PX 1 1x 2,2 2,1 3,5 3,7
PX 1 2x 1,2 1,8 2,8 1,2
PX 2 1x 1,9 4,0 4,8 2,6
PX 2 2x 2,9 1,6 2,3 1,

* Berechnung nach der folgenden Formel:

[senkrechter Durchmesser x waagerechter Durchmesser] /2

** Behandlungsbeginn
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Tabelle V: in-vivo-Antileishmanien-Wirkung der PX-Mischung gegen unterschiedliche Leishmania-Arten

Behandlung mit der
minimalen Wirkdosis (LAD)

bei Balb-C-Miusen*

Modell PX Natrium- Amphotheri-
Stibogluconat cin-B

Pentostam® Fungizone®

L.donovani

prophylaktisch 0,4 mg/kg, 1x 250 mg/kg, 1x | unwirksam
frih-kurativ 1,6 mg/kg, 1x 250 mg/kg, 1x | unwirksam
spat-kurativ n.b. n.b. n.b.

Residualwirkung| 5 Tage nach 2,5 n.b. unwirksam

mg/kg Einzeldosis

L.mexicana
prophylaktisch <0,5 mg/kg, >>250 mg/kg, unwirksam
6x (alle zwei 6x (alle zwei
Tage) Tage)
frih-kurativ <1l mg/kg, >>250 mg/kg, n.b.
4% (innerhalb 8x (innerhalb
4 Wochen) 4 Wochen)
spat-kurativ <1l mg/kg, n.b. n.b.
2x pro Woche uber
4 Wochen
L.panamensis
prophylaktisch <0,5 mg/kg, <250 mg/kg, unwirksam
6x (alle zwei 6x (alle zwei
Tage) Tage)
frih-kurativ 1 mg/kg, <250 mg/kg, n.b.
4x (innerhalb 8x (innerhalb
4 Wochen) 4 Wochen)
spat-kurativ <1 mg/kg, n.b. n.b.

2x pro Woche uber

4 Wochen

14/18



DE 699 18 166 T2 2005.07.07

Behandlung mit der
minimalen Wirkdosis (LAD)
bei Balb-C-Midusen*
Modell PX Natrium- Amphotheri-
Stibogluconat cin-B
Pentostam® Fungizon®
L.major
prophylaktisch 2 mg/kg, >>250 mg/kg, unwirksam
6x (alle zwei 6x (alle zwel
Tage) Tage)
frih-kurativ 1 mg/kg, >>250 mg/kg, n.b.
4x (innerhalb 8x (innerhalb
4 Wochen) 4 Wochen)
spat-kurativ 1 mg/kg, n.b. n.b.
22x (innerhalb
11 Wochen)
* Bestimmung aufgrund der Amastigotenbelastung in

der Leber flir die Eingeweideformen und der

LasionsgroBe flir die Hautformen

Patentanspriiche

1. Triterpensaponin, das mit einem Verfahren zur Isolation von Triterpensaponinen aus der Familie Myrsi-
naceae erhaltlich ist, wobei die Saponine aus der Pflanzenart Maesa balansae isoliert werden, wobei das Ver-
fahren die folgenden Schritte umfalit;

(a) Extrahieren der getrockneten Pflanzenteile mit einem Alkohol und Einengen des Extrakts,

(b) Entfernen der unpolaren Fraktion aus dem Extrakt mittels Flissig-Flissig-Extraktion mit einem unpolaren
Lésungsmittel,

(c) weitere Aufreinigung der Saponine in dem Alkoholextrakt mittels Flissig-Flissig-Extraktion, Filtration und
Chromatographie, und

(d) die Chromatographie umfaf3t eine Umkehrphasen-Flissigkeitschromatographie mit einem Gradientenelu-
tionssystem unter Verwendung von

A: 0,5% Ammoniumacetat in Wasser

B: Methanol

C: Acetonitril

wobei zum Zeitpunkt t = 0 (A:B:C)=(60:20:20) und zum Zeitpunkt t = Ende (A:B:C)=(0:50:50) und

wobei das Saponin die folgenden Kennwerte aufweist:

Verbindung 1: MG = 1532, A, = 228,6 nm, A ., = 273,3 nm;

Verbindung 2: MG = 1510, A, = 223,9 nm, A .., = 274,5 nm;

Verbindung 3: MG = 1532, A, = 279,2 nm, A .., = 223,9 nm;

Verbindung 4: MG = 1510, A__ =280,4 nm, A__, = 222,7 nm;

max2

» Mmax max2 ~
Verbindung 5: MG = 1574, A__ =276,8 nm, A__, =225, 0 nm bzw.

’ max

Verbindung 6: MG = 1552, A, = 279,2 nm,
Aoz = 223,9 nm.

max2

max2

2. Triterpensaponin mit der Formel
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OR,
H OH HOOC

OH

OH

H
CH
. W
HO
HC
H HO
OH

in der R, -O(C=0)C4H, oder -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R; (E)- oder (Z)-O(C=0)CH=CH-C,H, bedeutet und
R, Wasserstoff oder -(C=0)CH, bedeutet.

3. Verbindung nach Anspruch 2, wobei
in Verbindung 1 R, -O(C=0)C¢H, bedeutet,
R, (Z)-O(C=0)CH=CH-CH, bedeutet,
R, Wasserstoff bedeutet;
in Verbindung 2 R, -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R; (Z) -O(C=0)CH=CH-C.H, bedeutet,
R, Wasserstoff bedeutet;
in Verbindung 3 R, -O(C=0)C¢H, bedeutet,
R, (E)-O(C=0) CH=CH-C4H, bedeutet,
R, Wasserstoff bedeutet;
in Verbindung 4 R, -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R; (E) -O(C=0)CH=CH-C4H, bedeutet,
R, Wasserstoff bedeutet;
in Verbindung 5 R, -O(C=0)C¢H, bedeutet,
R, (E) -O(C=0)CH=CH-C4H, bedeutet,
R, -(C=0)CH, bedeutet;
in Verbindung 6 R, -O(C=0)C(CH,)=CHCH, bedeutet,
R; (E) -O(C=0)CH=CH-C4H, bedeutet,
R, -(C=0)CH, bedeutet.

4. Pharmazeutische Zusammensetzung, die einen pharmazeutisch unbedenklichen Trager sowie als Wirk-

stoff ein wie in Anspruch 1, 2 oder 3 definiertes Triterpensaponin enthalt.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, das an den parenteralen Verabreichungsweg angepalt ist.

6. Verwendung von einem oder mehreren Triterpensaponinen zur Herstellung einer pharmazeutischen Zu-
sammensetzung zur Behandlung von Leishmania-Erkrankungen in Wirten, die mit Leishmania-Arten infiziert

sind, dadurch gekennzeichnet, dal} das Saponin die Formel
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oder eine ihrer stereocisomeren Formen oder eines ihrer pharmazeutisch unbedenklichen Additionssalze auf-
weist, in der

R, Wasserstoff, — (C=0) C, ;-Alkyl, -(C=0)C, .-Alkenyl, phenylsubstituiertes -(C=0)C, .-Alkenyl, eine Monosac-
charidgruppe oder eine Oligosaccharidgruppe bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, .-Alkyl, -O (C=0) C, .-Alkenyl, -O (C=0) C,H, oder phenylsubstituiertes
-O(C=0)C,_;-Alkenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, ;-Alkyl, -O(C=0)C, .-Alkenyl, -O(C=0)C,H, oder phenylsubstituiertes
-O(C=0)C,_;-Alkenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, C,.-Alkyl, -(C=0)C,-Alkyl, -(C=0)C,,-Alkenyl, -(C=0)CsH, oder phenylsubstituiertes
-(C=0)C,.-Alkenyl bedeutet;

R, CH,, CH,OH, CH,OCH,, CH,0-C(=0)CH,, CHO, COOH bedeutet; oder

R, und R, einen zweiwertigen Rest der Formel -C(=0)-O- bilden;

R, und R, Wasserstoff bedeuten oder gemeinsam eine Bindung bilden; oder

R; und R, einen zweiwertigen Rest der Formel

-CH,-O- (a),
-CH(OR,,)-O- (b),
-C(=0)-0O- (),

in der R,, Wasserstoff, C, s-Alkyl oder -(C=0)C, s-Alkyl bedeutet, bilden;

Rg. und Rg; jeweils unabhangig voneinander CH,, CH,OH, CH,OCH,, CH,O-C(=0)C,s-Alkyl, CHO,
CH(OCH,),, CH=NOH, COOH bedeuten;

Rgs und R; einen zweiwertigen Rest der Formel -C(=0)-O- bilden;

Rgs und R; einen zweiwertigen Rest der Formel -CH,O-CHOH- bilden;

R, CH,, CH,OH, CH,0CH,, CH,0-C(=0)C, s-Alkyl, CHO, COOH bedeutet;

R;, CH;, CH,0OH, CH,OCH,, CH,0-C(=0)C, ;-Alkyl, CHO, COOH bedeutet;

R,, Wasserstoff, Hydroxy oder O-C(=0)C, ;-Alkyl bedeutet, oder R,, und R,, einen zweiwertigen Rest der For-
mel -CH,O- bilden; und

R;, CH;, CH,0OH, CH,0CH,, CH,0-C(=0)CH,, CHO, CH=NOH oder COOH bedeutet.

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei
R, Wasserstoff, -(C=0)C, ;-Alkyl oder eine Oligosaccharidgruppe bedeutet;
R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, .-Alkyl, -O(C=0)C,_.-Alkenyl, phenylsubstituiertes -O(C=0)C, .-Alkenyl
bedeutet;
R, Wasserstoff, C, ,-Alkyl, -(C=0)C, ;-Alkyl, -(C=0)C, s-Alkeny| bedeutet;
R, CH,OH, CH,O-C(=0)CH,, CHO bedeutet; und
Re und R, gemeinsam eine Bindung bilden; oder
R; und R, einen zweiwertigen Rest der Formel

-CH,-O- (a),
-CH(OR,,)-O- (b),
-C(=0)-0O- (),
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in der R,; Wasserstoff, C, s-Alkyl oder -(C=0)C, s-Alkyl bedeutet,
bilden; und

R, Wasserstoff bedeutet;

Rgg CH;, CH,OH, CHO, CH(OCHj;),, CH=NOH, COOH bedeutet;

Rg, CH, bedeutet;

Rgs und R, einen zweiwertigen Rest der Formel -C(=0)-O- bilden; oder
Rgs und R einen zweiwertigen Rest der Formel -CH,O-CHOH- bilden;
R,, CH;, CH,OH bedeutet;

R,, Wasserstoff, Hydroxy oder O-C(=0)C, .-Alkyl bedeutet; oder

R,, und Ry, einen zweiwertigen Rest der Formel -CH,O- bilden; und
R,, CH,;, CH,OH, CH,0O-C(=0)CH,, CHO oder CH=NOH

bedeutet.

8. Verwendung nach Anspruch 7, wobei
R, Wasserstoff oder eine Oligosaccharidgruppe bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, s-Alkyl, -O(C=0)C, .-Alkenyl, -O(C=0)CH, oder phenylsubstituiertes

-O(C=0)C,_s-Alkenyl bedeutet;

R, Wasserstoff, Hydroxy, -O(C=0)C, s-Alkyl, -O(C=0)C,_;-Alkenyl oder phenylsubstituiertes -O(C=0)C, .-Alke-

nyl bedeutet;

R, Wasserstoff, C,s-Alkyl, -(C=0)C,_;-Alkyl, -(C=0)C,_-Alkenyl oder phenylsubstituiertes -(C=0)C, .-Alkenyl

bedeutet;

R; CH,0OH, CH,0CH,, CH,0-C(=0)CH,, CHO, COOH bedeutet; und
Rs und R, gemeinsam eine Bindung bilden; oder

Rs und R; einen zweiwertigen Rest der Formel

-CH,-O-
-CH(OR,,)-O-
-C(=0)-0-

in der R,; Wasserstoff bedeutet, bilden; und
R, Wasserstoff bedeutet;

Rg, Und Ry, beide CH, bedeuten;

Ry CH, bedeutet;

R,, CH, bedeutet;

R,, Wasserstoff bedeutet; und

R,, CH, bedeutet.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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