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Verfahren zur Isolierung von physiologisch aktiven
Pterocarpan~Verbindungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft aus rohen Extrakten von in der Natur
vorkommenden Produkten isolierte, wesentlich reine kristallie
ne Pterocarpan~Verbindungen und Methoden zur Isolierung der=
selben,

Die erfindungsgemsf hergestellten Verbindungen werden ange-
wandt als Arzneimittel bei der Behandlung der Wirkungen von
Bissen giftiger Schlangen und Insekten sowie von pathogenen
bakteriellen Toxinen, welche das Zentralnervensystem beein-
flussen und eine Atemldhmung hervorrufen,

Charakteristik der bekannten technischen L3sungen

Es ist bekannt, daB die wiBrigen alkoholischen Extrakte der
Wurzel des in SlGdamerika vorkommenden Cabeba de Negra Baumes
durch die im Dschungel des oberen Amazonas titigen Plantagen=
arbeiter gegen Schlangengift als orales Antidotum (Gegen=
gift) verwendet wurden, In SlGdamerika sind ungefdhr 10 Variae
anten der Spezies Cabeca de Negra bekannt,. Es wurden weder
die Natur der Wirkstoffe, noch deren Nebenwirkungen noch

die pharmakologische Aktivitsdt und Stabilitat der erfin-
dungsgemalen Verbindungen offenbart, Pterocarpane mit anti-
mikrobieller Wirkung wurden in der Literatur beschrieben
[(Heterocycles, Vol, 15, 1163 (1981)]. |
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines einfachen
und wirtschaftlichen Verfahrens zur Herstellung von physi-
ologisch aktiven Pterocarpan=Verbindungen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung lieg die Aufgabe zugrunde, ein einfaches Ver-
fahren zur Isolierung kristalliner Pterocarpan~Verbindungen
aus der Wurzel des Baumes Cabeca aufzufinden,

Mit dem erfindungsgemifen Verfahren ist es mdglich, in we=
sentlich reiner kristalliner Form isolierte neue Ptero=-
carpan=Verbindungen der allgemeinen Formel I

H,C
3

OH

HO (1)

herzustellen.

Der Einfachheit halber wird die Verbindung der obigen Struke
tur weiterhin als Cabenegrin I [3-Hydroxy—4—(3-hydroxy-
methyl-buten-Z)-8 S-methylendioxy-pterocarpan) oder Verbin-
dung der allgemelnen Formel I bezeichnet,
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Gegenstand der Erfindung ist ein stufenweises Verfahren zur
Gewinnung und Isolierung eines wesentlich reinen (95 bis
100 %) kristallinen Produkts Cabenegrin I. ‘

In dhnlicher Weise kann durch Extraktion aus den Wurzeln
des Baumes Cabeca de negra auch die Verbindung Cabenegrin
I1 hergestellt werden; die Herstellung dieser Verbindung

- welche auch mit dem Cabenegrin I kombiniert angewendet
werden kann = gehdrt aber nicht zum Gegenstand der vorlie=
genden Erfindung. ’

Das erfindungsgemiBe Verfahren ist gekennzeichnet dadurch,

daf? man

a) aus der zerkleinerten Wurzel des Baumes Cabeca de Negra
ein rohwes wilriges~alkoholisches Extrakt herstellt;

b) das rohe Extrakt zu einem &ligen Riickstand einengt;

c) den so erhaltenen O6ligen Rickstand mit wiBrigem Methanol
behandelt und danach mit einem 5 bis 8 Kohlenstoffatome
enthaltenden aliphatischen Kohlenwasserstoff.extrahiert;

d) die bei der Stufe c) erhaltene waBrige Phase‘hit Ather
extrahiert;

e) die bei der Stufe d) erhaltene stherische Schicht nach
chromatographischen Methoden in an sich bekannter Weise
auftrennt, - |

Erfindungsgemzd wird der bei der Stufe c) erhaltene 8ligse
Rickstand mit Hexan extrahiert,

Die bei der Stufe d) erhaltene adtherische Phase wird einer
Hochdruckflissigkeitschromatographie unterworfen und als
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Eluierungsmittel eine methanolhaltige L&sung verwendet,
eine erste Fraktion und eine zweite Fraktion abgetrennt und
aus der ersten Fraktion die Verbindung I isoliert.

Nach einer weiteren Ausbildung des erfindungsgeméfen Ver-
fahrens kann die erste Fraktion einer Hochdruckfliissigkeite=-
chromatographie unterworfen werden und die Verbindung I
unter Anwendung eines Methanol und Methylenchlorid enthal=
tenden Eluierungsmittels isoliert werden.

o
Die Verbindung Cabenegrin I (bt eine wertvolle pharmazesuti=-
sche Wirkung bei der Behandlung von durch Giftschlangen
und Giftinsekten vergifteten Menschen und Siugetieren aus,
Dementsprechend ist dis obige Verbindung ein wertvolles
Antidota gégen die Wirkung von Giften von Schlangen und
Insekten, Die Verbindung der allgemeinen Formel I kann auch
bei der Behandlung der Wirkungen von anderen bekannten
organischen Toxinen (z, B, E, Coli Endotoxin und das durch
Clostridium botulinum produzierte Toxin, im allgemeinen ge=-
nannt als Botulismué) bei Lebensmittelvergiftungen einge=
setzt werden, Die pharmazeutische Wirksamkeit wird im all-
gemeinen bei der Behandlung der Wirkungen von Toxinen, und
zwar Endotoxinen und Exotoxinen, pathogenen Bakterien be-
obachtet, welche das zentrale Nervensystem des Opfers
(S3auger) angreifen und insbesondere eine Paralyse des At=
mungsapparétes verursachen, Eine Wirksamkeit gegen cardio~-
vasculare Toxine wird ebenfalls festgestellt,

Die cbige Verbindung kann coral in Form einer Flissigkeit
oder Suspension oder mit einem kompatibilen pharmazsutischen
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Trager solubilisiert verabreicht werden, Die reine kristalli-
ne Substanz kann oral mit geeigneten pharmazeutischen Tri-
gern vermischt in Form von Kapseln oder Tabletten verab-
reicht werden, Auf eine alternative Veise kann das Cabenegrin
I in einem geeigneten fllssigen pharmazeutischen Triger ge-
18st werden, und die LOsung kann entweder intravends mit
Hilfe einer Spritze oder mit einem Katheter verabreicht wer-
den, falls eine Monitoreinrichtung zur Bestimmung der thera=
peutischen Wirkungen vorhanden ist. Die Verbindung der For=
mel I kann auch in verschiedenen Mengenverhdltnissen ver-
mischt und das so‘érhaltene Gemisch unter Anwendung pharma=-
zeutischer Trager in pharmazsutische Praparate (Oberfihrt
werden,

Ausfihrungsbeispisl

Die Erfindung wird nachstehend an einigen Beispielen nzher
erliutert,

Ungefahr 580 g der gewaschenen Wurzel des Baumes Cabeca de
Negra werden zu kleinen Teilen zerkleinert, welche dann
pulverisiert odereiner anderen ahnlichen Behandlung unter=
worfen werden, um die Faserstruktur zu zerstdren, Dieser
Verfahrensschritt kann in einer Mischeinrichtung oder einem
laboratorischen Homogenisatorapparat durchgefihrt werden,
Die durch Pilze oder Schimmel infizierten Wurzeln kénnen
nicht verwendet werden, Die gepulverten Wurzeln werden in
einem grofen Glaskolben oder einen anderen geeigneten Be~
halter gebracht und dort gerihrt, Die gepulverten Wurzeln
werden durch Zugabe einer geeigneten Menge eines Gemisches
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von Wasser und einem 1 bis 4 Konlenstoffatome aufweisenden
aliphatischen Alkohol = vorzugsweise ein 77 : 23 Gemisch
von Athanol und Wasser =« gedeckt und einige Minuten lang
kraftig gerlhrt, Der das wiBrige Athanol und die Wurzeln
enthaltende Kolben wird bei Raumtemperatur mindestens

48 Stunden lang stehengelassen und gelegentlich geriihrt,

Am Ende dieser Periode wird die w&ébBrige alkoholische LOsung,
welche das rohe Extrakt enthilt, von den Wurzeln nach ge- |
eigneten Methoden abgetrennt, (Z, B, wird die Ldsung durch
Filtrierpapier mittlerer GroBe gegossen), Die pulverisierten
¥urzeln werden weggeworfen., Die filtrierte LOsung hat eine
Farbe ahnlich des starken Tees, '

Aus dem so hergestellten rohen Extrakt werden die Wirkstoffe
nach den folgenden Methoden isoliert,

Das wiBrige~athanolische rohe Extrakt (135 ml) wird durch
leichtes Erwdrmen unter'vermindertemﬁDrUCk eingeengt, Es
_wwerdenkl,Z g eines braunen O8ligen Rickstandes erhalten,

Das Konzentrat wird mit 50%igem waRrigem Methanol behandelt
und die Lésung mit einem 5 bis 8 Kohlenstoffatome enthalten=
den aliphatischen Kohlenwasserstoff (vorteilhaft Hexan)
unter kraftigem Schitteln extrahiert, Die Hexanphase wird
abgetrennt und weggeworfen, Die wiBrige Schicht wird unter
kraftigem Schiitteln mit Ather extrahiert, Die Atherphase
wird von der wilrigen Schicht getrennt, und die abgetrennte
Atherphase (640 mg) wird zur Sgite gelegt, Die wéBrige
Schicht wird unter kraftigem Schitteln mit n-B8utanol extra-
hiert, Die neButanolphase wird abgetrennt und fiir weitere
mbégliche Versuche zur Seite gelegt, Die wiBrige Schicht wird
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weggeworfen,

Die so extrahisrte atherische Phase wird nach bekannten
chromatographischen Methoden getrennt, Die Atherphase wird
vorteilhaft einer Hochdruckfllissigkeitschromatographie
(HPLC) unterworfen, In der ersten Stufe wird Sephadex LH=20
und in der na8chsten Stufe Silikagel eingesetzt, WaBriges
Methanol dient als Eluierungsmittel, Nach dieser Methode
werden zweil Fraktionen erhalten, Die erste Fraktion wird
durch HPLC unter Anwendung von Partisil-~10 und 3 % Methanol
enthaltendem Methylenchlorid als Eluierungsmittel einer
weiteren Abtrennung unterworfen. Es wird eine reine feste
Verbindung erhalten, |

Diese Verbindung wird als Cabenegrin I identifiziert und in
Form ven weiRen Kristallen mit einer Ausbsute von 44 mg er-
halten, Die Verbindung weist einen scharfen Schmelzpunkt
von 157 bis 188 °C auf, und die Analyse entspricht der Zu-
sammensetzung von C21H2006‘ Der Rp=vert der Vefbindung'l
nach Dinnschichtchromatographie betragt 0,53 [ Silikagel COQO/
Kieselgur F=254 uhd ein Benzol/Athylacetat/Methanol=-Gemisch
von 15 : 4 : 1],

Die UV, CD und IR=-Spektren der Verbindung I sind wie folgt:
W (in MeOH): 209 nm ( € 75.000); 233 nm (Schulter £ 24,000),
- 309 nm ( £ 13.000)
CD (in MeOH): 213 nm (4 £-25,58), 220 nm (4£ -2,00),
A 238 nm (8% ~9,84), 302 nm (A +3,15)
IR (in CHCl.): 3550 en™t, 1113 cn~t, 925 ca™2,
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Neben den obigen spektralischen Angaben werden die folgenden
1H-NMR, 13C-NMR und MS (EI) Daten flir Cabenegrin I gemessen:
YHoNMR: 1,83 (3H) d, 1 Hz, 4=CH.:

3,40 (2H, br, d, 7 Hz, 0,1');

3,40 (2H, ddd, 7, 7,5 Hz, C 6a);

3,61 (2H, d, d, 11,7 Hz, C, 6R);

3,90 (2H, -0CH,0-);

3,99 (24, br, s, ~CH,¥CH);

)
4,28 (4H, dd, 11,5 Hz, C 6 );
5,45 (1H, br, t, Hz, C2');
5,45 (1H, d, 7 Hz, C 1ia);
6,41 (1H, s, C 10);
6,52 (4H, d, 9 Hz, C 2);
6,70 (1H, s, C 7);
7,23 (4H, d, 9 Hz, C 1) ppm,
30 nmR: 13,74 (41=CH.); 21,88 (C 1'); 40,16 (C 6a);
66,72 (C 6); 68,72 (~CHy=CH); 79,10 (C 11a);
93,77 (C 10); 104,73 (C 7); 109,6 (C 2);
112,63 (C 4 cr C 12a); 115,01 (C 4 cr C 1a);
118,04 (C 6b); 123,49 (C 2'); 129,15 (C 1);
136,07 (C 3'); 141,67 (C 8); 148,06 (C 9);
154,20 (C 10a cr C 4a); 154,20 (C 10a cr C 4a);.
155,08 (C 3) ppm.

15 MS
(18 eV): M
‘ m/e

3,68, 50 %
350, 1C0 %, 335, 95 %, 335, 95 %
176, 65 %, 161, eC %, '

]
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Das zweite Muster der nach HPLC isclierten Substanz besteht
aus einem Oligen Gemisch (etwa 10 mg). Aus dieser Fraktion
‘kann die nicht zum Gegenstand dieser Erfindung gehdrende
Verbindung Cabenegrin II gewonnen werden.

Die nach dem erfindungsgemdfen Verfahren hergestellts neue
‘Verbindung kann als Wirkstoff von pharmazeutischen Pripara-
ten eingesetzt werden, die bei der Benandlung der ‘“irkungen
von Bissen giftiger Schlangen und Insekten am Menschen und
anderen Sdugetieren als Antidotum verwendet werden kénnen,

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin pharmazeutische
Praparate zur Behandlung von Wirkungen von pathogenen
bakteriellen Toxinen (z., B, E, Coli Endotoxin, Botulismus
usw,), welche das Zentralnervensystem beeinflussen und eine
Atemlahmung hervorrufen, Diese Priparate kénnen auch zur
Behandlung von Wirkungen der cardiovascularen Toxine an
Saugetieren verwendet werden.

Die physiologische Wirksamkeit der nach den erfindungsge-
mafen Extraktionsmethoden erhaltenen neuen Verbindung wird
nach in vivo Testversuchen an Miusen nachgewiesen, Als Test~
tiere werden weiBe Swiss Webster Mause beiden Geschlechts
eingesetzt (Gewicht 20 bis 25 g), Alle Tiergruppen werden
durch intraperitoneale Verabreichung einer 2,5fachen leta=
len Dose des Giftes der Schlange Fer de Lance (Borthrops
Atrox) vergiftet, Die unbehandelten Tiere stiirzen binnen
einigen Minuten zusammen,

Die Antidotumaktivitit der aus dem obigen Extraktionsver=
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fahren erhaltenen Konzentrate der Verbindung I wird ge-

testet, Die aus den einzelnen Fraktionen isolierten Sub=-
stanzen werden in w3Brigem Athanol (77 : 23) geldst, und
diese LOsung wird unmittelbar nach der Vergiftung in die
M&use injiziert,

Jedes Tier wird mit 0,25 ml der entsprechenden L&sung be-
handelt. Aufgrund disses Protokolls betragt die fir das
Uberleben notwendige minimale Dosis gegen das Fer de lance
Schlangengift fir Cabenegrin I 2,8 mg/kg.

Zwecks toxikologischer Versuche werden wabrige~&thanoli~
sche Ldsungen der Verbindung Cabenegrin I gesunden Test~
tieren verabreicht, Es werden keine wesentlichen Verinderun=
gen der vitalen physiologischen Funktionen festgestellt,

Die Testverbindung kann drch intravesndse oder intramuskulars
Injektion oder oral mit Hilfe einer Magensonde verabresicht

werdan, Nach VerabreichUng der Verbindung I an normale ge-
sunde (d. h. mit Schlangengift nicht vergiftete) Tiere wirac
keine wesentliche Verénderung des arterisllen Blutdrukes,

der Herzfrequenz, derbAtmung, des Elektrocardiogramms oder
des zentralen vendsen Druckes bei beliebigem Zeitpunkt be=

obachtet.

Die Verabreichung der Verbindung I Verursacht keine wesent=-
liche Veradnderung des Ruheaktionspotentials, des Nervenend-
,Aplattépotentialsy der Nervenimpulsibertragung, der neuro=-

muskularen’Funktion oder der Gehirnwellenaktivitdt der Ver=-

suchstiers,
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1. Antidotum=Aktivitdt gegen Schlangengift an Hunden

Die durch eine letale Dose von Schlangengift (z. 8.

Bothrops atrox, Crotalus adamamteuns oder Crotalus atrox)
verursachte Vergiftung ruft eine schlagartige arterielle
Blutdrucksenkung, eine Herabsetzung der Herzfrequenz und
eine Erhfhung des zentralen vendsen Blutdruckes hervor.
Diese Symptome werden von einer partiellen V/iederherstellung
der obigen Parameter gefolgt und dann kommt ein vollstindi=-
ger Zusammensturz der respiratorischen und cardiovaskularer
Systeme, Als Todesursache kommt eine Kombination des peri=
pherischen vascularen Zusammensturzes und der Abbrechung

des normalen Atmungsmechenismus in Betracht. Daneben (ben
diese Schlangengifte eine gewisse Wirkung auf das Zentral=-

nervensystem der Testtiere aus, Diese ZNS~Wirkungen zeigen
sich in einer Verminderung des oL ~ und B=~Rhythmus des Ge-
hirnes (EEG). Diese Verianderung ist mit einer Verminderung
der Impulstbertragung durch die motorischen Nerven und einer
‘prdgreséiven Blockierung des neuromuékularen Apparates ver=
bunden; dies ist-der Wirkung von Kurate &hnlich, Die Schlan-
gengifte Gben keine Wirkung durch direkte Reizung hervor=
gerufene Muskelreaktion aus,

Die Wirksamkeit von Cabenegrin I gegen Schlangengifte wird
an einer Gruppe von 7 erwachsenen Dachshunden getestet, Die
Hunde wurden mit Natriumpentobarbital (30 mg/kg) enistheti-
siert, und die Veranderungen des arteriellen Blutdruckes,

der Herzfrequenz, des EKGs und der Atmung werden registriert,

Letale Dosen, das 5~ bis 10fache des LDSO-Wertes von lyo-
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philisiertem wieder aktivem Schlangengift der Schlange
Bothrops atrox (Fer de Lance) (2,5 mg =~ 5,0 mg/kg) oder
10 mg/kg vom Schlangengift der sUdamerikanischen Klapper=
schlange werden verabreicht,

Innerhalb von 15 Minuten nach der Vergiftung wird eine aus-
geprigte Herabsetzung der Herzfrequenz und des Blutdruckes
ragiétriert. Nach einer Zeitspanne von 15 bis 30 Minuten
tritt eine Senkung der Atmung durchschnittlich von 20/Mi~
nuten zu S/Minuten ebenfalls auf. Die Behandlung wird beim
Auftreten von schweren cardiovaskularen stérungen und sicht=-
baren Atmungsschwierigkeiten begonnen (im allgemedinen 15

bis 30 Minuten nach der Vergiftung).

Eine Lééung von Cabenegrin I wird durch Aufllsen von 33 mg
diesser kristallinen Substanz in 100 ml waBrigem Athanol
(25 : 75) hergestellt, Dis zu verabreichenden Dosen werden
durch Vermischen von je 5 nl der ob¢g=n alkoholischen LO=
sungen der Verbindung I mit 5 ml Wasser hergestellt,

Die Lésung=6er Testverbindungen werden durch eine Schlauch-
sonde in den Magen der Hunde verabreicht., Die Behandlung
wird folgendermaBen durchgeflhrt: Nach der Therapie wird
keine sofortige Reaktion festgestellt, Der Blutdruck, die
Herzfrequenz und die Atmung bleiben &uBerst schwach, Um
etwa 30 Minuten nach der Verabreichung der ersten Dose der
alkoholischen Ldsung der Testverbindung I kann eine lang~
same allmihliche Verbesserung der Atmung und darauffolgend
eine partielle Wiederherstellung der Herzfrequenz und des
Blutdrdckes festgestellt werden. Eine anhaltende Therapie
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wird in Zeitintervallen von 30 Minuten in 50 ml Wasser so~
lange fortgesetzt, Dis alle registrierten vitalen Lebens=
-zeichen in einem Bereich von 10 % der Kontrolle wiaderher=
-gestellt werden., Der wirksame Dosenbereich betrdgt 10 bis
20 ml vom Antischlangengiftextrakt per Versuchstier, Es
sind 2 bis 4 Dosen notwendig, Nach einer Beobachtungszeit
von 8 bis 10 Stunden werden die Versuchstiere in einen -
K&fig gesetzt und mit Nanrstoff und Wasser versehen, Nach
24 Stunden zeigen alle 7 Tiere Symptome einer zuriickge-
drangten Aktivitat, Nach 72 Stunden nehmen alle Hunde Nahr=
stof f und Wasser zu sich, Keine weitere Therapie ist not-
wendig. '

2., Aktivitat von Cabensqgrin I gegen E, Coli Endotoxin

Diz Wirksamkeit der Verbindung Cabanegrin I bei der Be=- ‘
nandlung von durch E., Coli Endotoxin hervorgerufenen Schock
wird an drei erwachsenen Dachshunden getestet, Die Hunde
werden mit Natriumpentabarbital (30 mg/kg) andsthetisiert,
und die Verdnderungen des arteriellen Blutdreckes, der Herz~-
frequenz, des EKGs und der Atmung werden registriert,
Letale Dosen‘(i mg/kg) von E, Coli Endotoxin werden durch
einen Katheter in die Vene der Hinterglieder der Tiere
intravends injiziert, Im ersten Versuch wird keine Anti=-
dotum-Therapie durchgefinrt, und die Tiere verendeten

2 Stunden pach der Vergiftung. In drei weiteren Fallen

wird eine Antidotum=~B8ehandlung bei dem Auftreten. von schwe-
rem cardiovaskularem Zusammenbruch und Atmungsschwierig-
‘keiten eingeleitet, Dies erfolgte im allgemeinen binnen
etwa anderthaldb Stunden nach der Verabreichung des Toxins.,
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Die auf die oben beschriesbene Weise hergestellten Ldsungen
der Verbindung Cabenegrin I werden den Hunden durch eine
Magensonde in einer einzigen Dose von 10 ml in 100 ml asser
verabreicht, Die so behandelten Tiere (berleben die Ver=
giftung, und ihre normale Aktivitdt wird wiederhergestellt,

3, Isoliertes Herz-{Lengendorff)=Praparat

Eine Serie von 2 Hundenherzpriparaten wird zwecks Bestim=-

| mung der Antischlangengiftwirkung auf Koronardurchstromung,
Herzfrequenz, Elektrokardiogramm, ventrikulare Kontraktions=
kraft und Koronarvaskularwiderstand getestet. Cabehegrin I
wird entweder vor oder nach Zugabe einer letalen Schlangen~
giftdosis verabreicht, Es wird festgestellt, daB die Behand=
lung die toxischen Wirkungen des Schlangengiftes auf die
kardiovaskularen Funktionen behebt, Diese Wirkungen sind
eine Verminderung der Kontraktionskraft und der Herzfre-
quenz, Auch der Kroronarvaskularwiderstand wird nach der
Verabreichung des Schlangengiftes allmidhlich erh&ht, Falls
man eine Lésung der Verbindung I (Wirkstoffgehalt 0,05 mg/ml)
in den Blutkreislauf unmittelbar vor der Verabreichung des
Giftes der tropischen Klapperschlange injiziert, werden kei-
ne schiadlichen Wirkungen auf das Herz festgestellt, Im Ge=-
genteil, es tritt eine Erhdhung der Kontraktionskraft und

- der Koronardurchstrémung von etwa 15 bis 20 % auf, |

Falls man die Verbindung I nach der Vergiftung mit einer
letalen Dosis des tropischen Klapperschlangengiftes verabe
réicht, astellt das Antidotum die Kontraktionskraft und Herz=-
frequenz auf den normalen Stand wieder her, und das durch die
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Vergiftung hervorgerufene Minorarrhythmia wird behoben,

4, Meuronhysiologische Funktion

Die aut die neuromuskulare Funktion, das Aktionspotential
und die Gehirnwellenaktivitét ausgelibte Antidotum~i/irkung
wird nach der Verabreichung einer letalen Dose des Fer de
Lance Schlangengiftes an drei Hunden und einer Katze ge-
testet., Das Schlangengift setzt sowohl die Gehirnwellen-
aktivitat als auch die Nervenimpulslbertragung herab. Durch
Zugabe von Cabenegrin I werden diese Parameter beinahe oder
soagar volilstandig auf den normalen Vert wiederhergestellt;

Das Aktionspotential und die neuromuskulare Funktion blei~
ben flir etwa 30 bis 60 Minuten nach der Behandlung mit den
beiden Testverbindungen zurfickgedrangt. Danach erhalten
diese Funktionen das normale vorherige Niveau langsam und
allmznlich innerhalb von 12 bis 24 Stunden.

In einigen Versuchen tritt eine vollsténdige neuromuskulare
* Blockierung adf, die Tiere sind zur spontanen Atmung un=
fahig, und eine kiinstliche Atmung ist solangé notwendig, bis
die Testverbindung ihre Wirkung entfaltet, Dies kann nach
der Vergiftung geschehen, Sollte sich jedoch der Zustand‘
der Tiere stabilisieren und die Tiere die spontane Atmung
beginnen, ist keine weitere Therapie mehr erforderlich,

Die corticale elektrische Aktivitit wird durch das Schlan-
gengift ausgepragt (25 bis 35 %) zurlckgedrangt, Durch Ver-
abreichung der Verbindung Cabenegrin I werden diese Verin-
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derungen zum normalen Zustand wiederhergestellt, Nach der
Behandlung werden keine weiteren Veranderungen beobachtet,

Dis obigen Testversuche zeigen, daB die orale oder intra=-
vendse Verabreichung von Cabenegrin I zur Behandlung von
klinischen Zustinden sowohl kardiotoxischer als auch nsuro-
toxischer Natur fahig ist, und es treten keine schadlichen
Nebenwirkungen auf,

Gegenstand der Erfindung sind die neue Verbindung I ent=
haltende pharmazeutische Préparate, die vorteilhaft oral
oder parenteral (Injektion) verabreicht werden kdnnen,

Die erfindungsgemiBen pharmazeutischen Préparate enthalten

neben dem Wirkstoff Gbliche inerte pharmazeutische Trager.

Die zur oralen Verabresichung gseigneten pharmazsutischen
Praparate koénnen vorteilhaft gegenlber der Magenschleimhaut
inerts Flissigkeiten enthalten, In solchen flissigen Tragern
kénnen stabile Suspensionen der Verbindungen der Formel I
hergestellt werden, Als flissige Trager kOnnen auch dies zum
Auflésen der Verbindung Cabenegrin I fahigen Ldsungsmittel
eingesetzt werden, Im letzteren Fall kdnnen fllssige pharma=-
zeutische L&sungen sowohl zur oralen Verabreichung als auch
parenteralen Injizierung hergestellt werden,

Die erfindungsgemiBen oralen Priparate kénnen auch durch
Vermischen von Cabenegrin I mit geeigneten trockenen, an
“sich bekannten pharmazeutischen Trigern hergestellt werden,
Diese trockenen Priparate kénnen in geeigneten Dosierungs=



10,1,1984
- 17 - 62 154/18

einheiten eingesetzt werden (z. B, Dragees, Tabletten,
Kapseln),

Mit Hilfe von Mikrokapsulierungsmethoden kénnen Praparate
mit verzdgerter Wirkstoffabgabe hergestellt wsrden.

In mehreren Fallen ist es in Abhingigkeit vom giftigen _
Toxin oder dem verschlehterten Zustand des Opfers notwendig,
eine flissige Dosierungseinheit zu verabreichen, um eine
schnelle und instante Auslbung der therapeutischen VWirksam-
keit zu ermdglichen. Bei der Behandlung von Menschen oder
Tieren, welche entweder DewuBtlos sind oder deren vitale
Lebenszeichen auf einen fortgeschrittenen Zustand der Ver-
giftung hinweisen, ist es oft notwendig, den Wirkstoff ent-
weder oral durch eine Magensonde oder intravenés durch sine
Spritze oder Kathater zu verabreichen,

Ein pharmazeutisches Pr3parat wird durch Vermischen der
nachstehenden Substanzen in den angegeoenen Mengenverhilte

nissen nergestellt:

Verbindung I 2D

Starke 15,0
Magnesiumstearat 2,0
Natriumbenzoat 5,0
Benzalkoniumchlorid 2,0

Die obige trockene Mischung wird grindlich vermischt und
zu Tabletten verarbeitet, Eine jede Tablettc enthalt 100 mg
der Verbindung I,
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Erfindungsanspruch

1, Verfahren zur Herstellung der Verbindung

H3C

HO

gekennzeichnet dadurch, dalk man

a) aus der zerkleinerten Wurzel des Baumes Cabsca de
Negra sin rohes waBriges~alkoholisches Extrakt her=
stellt;

b) das rohe Extrakt zu einem 8ligen Rickstand einengt ;

¢) den so erhaltenen &ligen Riickstand mit wadrigem
Methanol behandelt und danach mit einem 5 bis 8 Koh~
lenstoffatome enthaltenden aliphatischen Kohlenwas~
serstoff extrahiert;

d) die bei der Stufe c) erhaltene wiBrige Phase mit
Ather extrahiert; |

e) die bei der Stufe d) erhaltene atherische Schicht nach
chfomatggraphischen Methoden in an sich bekannter
Weise auftrennt, | ’

2, Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal man
den bei der Stufe c) erhaltenen Gligen Rickstand mit
Hexan extrahiert, '



10.1.1984
- 19 = 62 164/18

3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dad man
die bei der Stufe d) erhaltene &therische Phase einer
Hochdruckflissigkeitschromatographie unterwirft und als

'Eluiérungsmiftel eine methanolhaltige Ldsung verwendet,
eine erste Fraktion und eine zweite Fraktion abtrennt
~und aus der obigen ersten Fraktion die Verbindung I

isoliert.

4, Verfahren nach Punkt 3, -gekennzeichnet dadurch, daR man
‘die erste Fraktion einer Hochdruckfliissigkeitschromatos
graphie unterwirft und die Verbindung I unter Anwendung
eines Methanol und Methylenchlorid enthaltenden Elu~
ierungsmittels isoliert,
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