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ELJARAS MALARIA ELLENI GYOGYSZERKESZITMENYEK ELOALLITASARA

(57) KIVONAT

A talalmany targya eljards szinergizmuson alapuld
maldria gydgyitasara és megeldzésére alkalmas
gyogyszerkészitmények elédllitasara.

Az 4j gyogyszerkészitményeket ugy allitjdk eld,
hogy a kinafa kérgébdl kivont kinint vagy gyogya-
szatban alkalmazhat¢ séjat, vagy kinin és cinkonin
elegyét vagy ezek gyogyaszatban alkalmazhatd s6ja-
nak elegyét, amely 2/3 rész kinint és 1/3 rész cinko-

nint tartalmaz és az alkaloid bézisra vonatkoztatott
15-65 siily% mennyiségben, az Annona senegalen-
sisbdl extrahalt tiszta vagy 60%-os kondenzilt tan-
nint a tiszta tanninra vonatkoztatott 35-55 sily%
mennyiségben, a gydgyszertechnolégidban szokaso-
san alkalmazott segédanyagokkal Osszekeverve
zyogyszerkészitménnyé alakitjak.




A talalmany targya eljaras maldria elleni gyogy-
szerkészitmények eléallitdsara.

A kinin maldriaellenes hatasa kdzismert. Azt talal-
tuk, hogy azok a gyogyszerkészitmények, amelyek a
kinin és az Annona senegalensisbél kivont tannin ke-
verékét tartalmazzak, kiilondsen hatdsosak a mdlana
ellen.

A taldlmény szerinti gydgyszerkészitmények ki-
nint tartalmaznak, adott esetben s¢ formajdban, az
Annona senegalensisbdl kivont tiszta tanninnal vagy
60%-o0s tanninnal és adott esetben cinkoninnal 6ssze-
keverve.

A taldlmény szerinti gyogyszerkészitmények sok-
kal hatasosabbak, mint a kinin Snmagdban. A kinafa
kérgébdl kivont kinin és cinkonin az irodalombdl ma-
lariaellenes hatdsukrol ismertek. A cinkonin — mivel
kissé toxikusabb, mint a kinin - a terdpidban nem al-
kalmazhaté énmagaban.

A tiszta tannint és a 60%-os kondenzdlt tannint az
Annona senegalensis torzsének kérgébdl extrahal-
juk.

A kivonat 60% kondenzilt tannin mellett gliikkézt,
aminosavakat €s peptideket tartalmaz.

A tiszta tannint preparativ folyadékkromatogrd-
fids eljarassal kulonitjik el, melynek sordn hordozo-
anyagként szilikagélt (RP 8 Merck), elualészerként
elészor desztillalt vizet, majd 10% metanolt tartal-

mazo vizet és ezt kovetden 70% vizet tartalmazé me-

tanolt haszndlunk.

A Stiasny-reagenssel mutatjuk kia kondenzalt tan-
ninok egyediili jelenlétét.

. Az Annona senegalensis tisztitott kivonatat a ko-

vetkez6é mddon dllitjuk eld:

Az Annona senegalensis torzsének szaritott €s po-
ritott  kérgét OtszOords mennyiségli metanol-viz
(55:45 salyaranyd) eleggyel lugozzuk ki. A kapott fo-
lyadékbol a metanolt csékkentett nyomads alatt elpa-
rologtatjuk. A maradék vizes oldatot azonos mennyi-
ségli etil-acetattal kétszer extrahdljuk.

Az etil-acetitban old6dé frakcidkat ledntjik.

A maradék vizes fazisbdl a vizet finom porlasztds-
sal vagy liofilezéssel eltdvolitjuk. A kapott maradé-
kot melegen kétszer, sulydra vonatkoztatott tizszeres
mennyiségli aceton-etil-acetat (1:1 térfogataranya)
eleggycl extrahdljuk.

Az etil-acetatban oldhatatlan anyagot vizben old-
juk, és a vizet finom porlasztassal vagy liofilezéssel
eltavolitjuk. A kapott Annona senegalensis-kivonat
vildagosbarna por, amely igen jol oldodik vizben,
részlegesen oldédik metanolban és etanolban, nem
oldédik acetonban és éterben.

A kivonatban 1év6 kondenzalt tannint tobb vizsga-
lattal és reagenssel jellemeztiik.

1 A kivonat néhdny mg-jit 5 m].5n sésavban forra-
sig melegitjiik, intenziv voros elszinezédés kelet-
kezik. A lehiilés utan oldhatatlan csapadékként
flobafént kapurik. Ez a reakcid a flavandiolokbdl
szarmazé kondenzalt tanninok tulajdonsaga.

2. 100 ml vizben oldott 100 mg kivonathoz hozza-
adunk 50 ml Stiasny-reagenst (25 ml 40%-os for-
malin és 25 ml sésav) és igy gesztenyeszinii csapa-
dékot kapunk, ami a kondenzalt tanninokra jel-
lemz6.

3. 0,5 ml 2%-o0s vas(Ill)-klorid-oldat hozzdaddsa
5 ml 0,5% kivonatot tartalmazé vizes oldathoz
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z0ld elszinez6déshez vezet, ami a fenolok jelenlé-
tére jellemzd.

4. A kivonat 2%-os oldatdbdl vett 2 ml-es mintdhoz
hozzdadunk 1 ml 0,1n kénsavat és 3 ml 10%-os vi-
zes ammoénium-molibdat-oldatot. Ez narancs-
sarga elszinezédést eredményez, ami az orto-dife-
nolok jellemzdje.

5. 10 ml 5n sésavban feloldunk 0,2 g Kkivonatot,
majd az oldatot 2 percig forré vizflirdében tart-
juk. Lehiilés utdn a keletkezett antocianidint 1 ml
izoamil-alkohollal extrahdljuk. Az antocianidint
kromatografias eljarassal azonositottuk.

. Kontroll

Kivonat i nidin
Whatman-féle 1. sz papir
Forestal-féle oldészer® =0,17 R, =017
CCM-celluldz, Merck
HCOOH-HCI-H,O0(10-1-3) R, =042 R, =042
CCM-celluléz, Merck
Amilalkohol
-CH,COOH-H,0 (2-1-1) R, =046 R, =046

*Forestal: ecetsav — tomény sésav ~ viz (5-3-10).

Papirkromatografids eljaras utdn a foltokat
Merck-gyartmanyd metanollal elualtuk. Spekt-
roszkdpids vizsgalatnal a proba és a kontroll maxi-
malis abszorpcidja egyardnt 537 nm-nél van. Ez a
két proba lehetdvé teszi a cianidin meghataroza-
sdt a tannin (savas) hidrolizise utdn.

6. Vas(1II)-klorid jelenlétében a kivonatot egysze-
rii, majd oxiddacids hidrolizisnek vetjiik ald, majd
a vizes fazist ndtrium-kloriddal telitjiik és éterrel
extrahdljuk. A vas(III)-klorid 0,5%-os vizes olda-
taval razott éteres fazis nem mutat galluszsavra
jellemzé kék elszinez6dést, ami arra utal, hogy a
kivonat nem tartalmaz gallusz-tipusd hidrolizal-
hatd tanninokat.

7. Az alkaloidokra és szaponinokra irdnyuld vizsga-
lat negativ volt, ellentétben az irodalomban leir-
takkal.

8. Ultraibolya-spektroszkoépia:

a 25 ug/ml ardnyban desztillalt vizben oldott tiszta
tannin abszorpcids maximuma 279-280 nm-nél
mutatkozott. 280 nm-nél a DO értéke 0,30 és 0,33
kozotti. .

A 25 ug/ml ardnyban desztilldlt vizben oldott
60%-o0s kivonat 279-280 nm-nél mutatott ab-
szorpcids maximumot, a DO értéke pedig 0,18 és
0,20 kbzott volt.

A gliikézt a glikéz-oxidaz sdvok pozitiv reakcié-
javal és szilikagélen (GF 254 Merck) végzett vé-
konyréteg-kromatografiaval mutattuk ki.

A futtatdszer izopropanol — M/30 boérsav (85:15
térfogatardnyi) elegy voit.

A kimutatdst anilin-ftalat poritasaval és 5 percig
105 °C-on, szaritészekrényben valé hevitéssel vé-
geztiik.

A vizsgilandé és a kontroll glikéz gesztenye-
szin foltot ad; az R, megfeleld értéke 0,5 koriil
van.

Az 6sszes aminosav meghatdrozésat egy Carlo-
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Erba 3A 27B tipusi aminosav-analizdtorral vé-

geztikk, Molla, P. médszere szerint (szakdoktori

disszertacio, Marseille, 1975.).

5n sésavval végzett savas hidrolizis utdn kimutat-

tunk: )

5 béazisos aminosavat: gamma-amino-vajsav, orni-
tin, lizin, hisztidin, arginin, valamint

12 semleges aminosavat: aszparaginsav, treonin,
szerin, prolin, glutaminsav, glicin, alanin, valin,
izoleucin, leucin, tirozin, fenil-alanin.

A kondenzilt tanninok mennyiségét a kivonatban
—ellentétben az elkiilonitett tiszta tannin meghataro-
zasaval — preparativ folyadékkromatografiaval hata-
roztuk meg.

A két alkalmazott eljaras,

a Stiasny-reagensek hasznalata és

a 280 nm hullamhosszon végzett ultraibolya-spekt-
roszképids médszer
60% £3% értéket adott.

A taldlmény szerinti készitmények malariaellenes
hatasat Plasmodium berghei-vel fert6zott fehér ege-
reken vizsgaltuk in vivo.

A Plasmodium berghei az egérfélékben (Muridae)
els6nek felfedezett hematozoon. A legelterjedteb-
ben haszndlt laboratériumi dllatokban, {gy fehér ege-
rekben és patkanyokban, valamint hércségokben
torténd konnyi szaporitdsa és fenntartdsa miatt ez a
parazita az uj maldriallenes szerek kutatasaban kitd-
nden alkalmazhaté.

Egy anyagnak akkor van in vivo maldariaellenes ha-
tasa, ha a parazitémidt csokkenti és egyidejiileg a ke-
zelt egerek talélési idejét is meghosszabbitja.

Mig a szerzék nagy része a 4 napos vizsgdlatot (4
days test) alkalmazza, amely az EDg, és ED,, kutata-
sét teszi lehetévé a fertzott egerek 4 napos kezelésé-
nek végén, mi a kezelt egerek parazitémidjanak ki-
fejlédését elpusztuldsukig, illetve esetleges gyogyu-
lasukig kisértiik figyelemmel. Ez a médszer, amelyet
Peters alkalmazott a Plasmodium berghei Chloroqu-
innal szembeni rezisztencidjinak vizsgalatakor, lehe-
tévé teszi a parazitémia kifejlédése és a kezelt egerek
talélése kdzotti szoros kapesolat megallapitdsat.
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20 £2 g-os fehér egereknek 0,05 ml, fert6zott vo-
résvérsejteket tartalmazoé vért adtunk be intraperito-
nedlisan. Ez 2 - 107 parazitaval fert6zott vorosvérsejt-
nck felel meg.

Minden egyes vizsgélati csoport 10 egérbdl allt, és
minden egyes csoporthoz egy azonos létszamu kont-
rollcsopart tartozott.

A termékeket steril desztillalt vizben szuszpendal-
tuk és oralisan adagoltuk; az egerek kezelése a para-
zitdval térténd fertzés napjan kezdédott, ésezt 5 na-
pon keresztiil minden egyes egér esetében a napi do-
zis beaddsa kovette. A keneteket a 3. vagy a 4. napon
kezdtiik vizsgdlni. A vizsgélat végén meghatdroztuk
a parazitaval fert6zott vorosvérsejtek szdzalékos ara-
nyat. :

ElGszor a kinin-hidrokloridnak azt a minimalis dé-
zisat hatdroztuk meg, amely képes a parazitémidt
csokkenteni, tovdbba a kezelt egerek tdlélését meg-
hosszabbitja a kontrollcsoport dllataihoz képest.

Ez a dézis 80 mg/kg koriil van. A kinin-hidroklorid
ebben az adagolasban csdkkenti a parazitémiat a ke-
zelés ideje alatt. A kezelt egerek kevéssel tilélték a
kontrollallatokat.

A kinin-hidrokloridot 120 és 150 mg/kg ddézisban
adagolva a kezelt egerek parazitémidjanak szdzalé-
kos aranya csokkent. 30 napig végzett ellendrzési pe-
riddus végén a tilélé egerekben nem mutattunk ki
parazitakat. )

A cinkonin-hidroklorid 120 mg/kg-os ddzisa
ugyanazt a hatast fejti ki, mint az azonos dézisban be-
adott kinin-hidroklorid.

Megvizsgéltuk a taldlmany szerinti, vagyis kinin-
hidrokloridot és tiszta tannint (100 mg/kg) tartal-
mazo két készitményt. A termékeket 120 mg/kg, il-
letve 150 mg/kg kinin-hidrokloridot és 100 mg/kg
tannint tartalmazo6 készitmény alakjaban adtuk be.

Amint a taldlmany szcrinti készitményekkel kezel-
tik az egereket, azok elhulldsi ardnya (mortalitdsa)
erésen csOkkent.

A kovetkezd 1. tdblazatban bemutatjuk a taldl-
many szerinti készitményekkel és a csak kinin-hid-
rokloriddal valé kezelések dsszehasonlité adatait.

(1. rébldzat)

A parazitémia %-os ardnya a kezelt egereknél 10-es csoportok

Ellen-

Grzési s Kinin-hidroklorid L Kinin-hidroklorid

. Kinin-hidro- N .

idgpont orid (120 mg/kg) Kinin-hidro (150 mg/kg)

120 me/k és tannin és tannin
(120 mg/kg) (100 mg/ke) (150 mg/kg) (100 mg/kg)
T, + 3nap 0,5% 0,8% 0,1% 0 %
T, + 7nap 0 % 0 % 0 % 0 %
T, + 9nap 0,3% 0 % 0,1% 0 %
To + 10 nap 1,6% 1 % 0,4% 0 %
T, + 11 nap 9 % 1,5% 2 % 0 %
T, + 12nap 28 % 3,5% 5,8% 0,2%
?, + %;1 nap 4 % 8 % 16,5% 0,3%
+ 15nap 52 % 16,5% 4 % %

T, + 16nap &2 % 18 % s °2 ggf’//o
T, + 17nap 18,5% 19 % 7.5%
T, + 18nap 19 % 16 % 11 %
T, + 21nap 21 % 0 % 12 %
T, + 25 nap 12 % 0 % 8 %
TO + 26 nap 0 % 0 % 0 %
T, + 28nap 0 % 0 % 0 %
T, + 30nap 0 % 0 % 0 %
A gyégyult dllatok 3
%-osardnya 0 % 30 % 30 % S0 %

3-
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Megvizsgdltuk azt a talilmdny szerinti készit-
ményt, amely 80 mg/kg kinin-hidrokloridot, 40 mg/
kg cinkonin-hidrokloridot és 100 mg/kg tiszta tan-
nint tartalmaz, ésszehasonlitottuk a kinin- és a cinko-
nin-hidroklorid keverékével.

Az eredményeket a II. tdbldzat mutatja:

11. tablazat

A parazitémia %-os ardnya a kezelt egereknél
(10-es csoportok)

g Kinin-hidroklorid < " nidroklorid
ol mg/kg
RS . SQ mg/kg ., Cinkonin-hidroklorid
23 Cinkonin-hidroklorid 40 mg/kg
H 40mg/kg Tannin 100 mg/kg

T, + 3nap 0,4% 0,2%

T, + 4nap 0,1% 0,1%

T, + Snap 0 % 0 %

T, + 7nap 0 % 0 % -

T, + 8nap 0 % 0 %

T, + 9Ynap 0 % 0 %

T, + 10nap 0 % 0 %

T, + Il1nap 0,1% 0 %

T, + 12nap 0,2% 0,1%

T, + 13nap % 0,1%

T, + 14nap 6 % 0 %

T, + 15nap 11 % 0 %

T, + 17nap 12 % 0 %

T, + 18nap 16 % 0 %

T, + 19nap 20 % 0 %

T, + 21nap 26 % 0 %

T, + 23nap 18 % 0 %

T, + 24nap 0 % 0 %

T, + 25nap 0 % 0 %

T, + 27 nap 0 % 0 %

T, + 29nap 0 % G %

T, + 30nap 0 % 0 %

A gy6gyult dllatok

%-0s ardnya 30 % 100%

Ezekbdl az eredményekbdl kovetkezik, hogy az
Annona senegalensisb6l nyert és Gnmagaban nem ak-
tiv tannin potencirozza a kinin, illetve a kinin és cin-
konin elegy hatdsinak er8sségét.

A’ megfigyelt szinergizmus lehetévé teszi kisebb
mennyiségti kinin hasznélatat a maldria kezelésénél
és megeldzésénél.

A talalmany szerinti készitményeket human alkal-
mazas céljaira is elkészithetjitkk. Ezek osszetétele:

1. gyogykezeléshez a napi adag: 6~15 mg/kg kinin-
bazisnak megfelelé mennyiségl kininsét, vagy 2/3
rész kininsot és 1/3 rész cinkonins6t, azaz 4-10 mg/kg
kinint és 2-5 mg/kg cinkonint tartalmazo6 keveréket,
tovabba 5-16 'mg/kg Annona senegalensisbdl nyert
tiszta tannint, illetve 8-25 mg/kg Annona senegalen-
sisbol nyert és 60%-os tannin-kivonatot tartalmazé
anyag; :

2. megel6z6 (preventiv) kezeléshez naponta: 1-
2,5 mg/kg kininbazisnak megfelel kininsét, vagy 2/3
rész kininsét és 1/3 rész cinkoninsét (azaz 0,66-
1,6 mg/kg kinint és 0,33-0,8 mg/kg cinkonint) tartal-
maz6 keveréket, tovabbd 1-2,5 mg/kg Annona sene-
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galensisbdl nyert tiszta tannint, illetve 1,5-4,5 mg/kg
Annona senegalensisb6l nyert és 60%-osnak titralt
tannin-kivonatot tartalmazé anyag.

A 20 g £2 gsilyd egereken vizsgdlt, hidrokloridja
formajaban 1év6 kinin és cinkonin toxicitdsa a kdvet-
kezé:

A DL, értékek kinin-hidroklorid esetében
820 mg/kg korill, cinkonin-hidroklorid esetében
720 mg/kg korul vannak.

Az Annona senegalensisbél kapott kivonat és a
tiszta tannin esetében a toxicitds a kovetkezs: 60%-
os kivonat DL, értéke oralis adagolds esetén 4 g/kg
feletti, mig a tiszta tanniné orélis adagolds esetén
2,5 g/kg koriil van.

A taldlmény szerinti gydgyszerkészitmények 45—
65 sulyszédzalék kinint vagy kinin—cinkonin keveréket
€s 35-55 sulyszazalék tiszta tannint tartalmazhatnak.

A taldlmany szerinti eljarassal el6éllitott gyégy-
szerkészitményeket a maldria kezelésére, illetve
megelézésére hasznélhatjuk.

A készitmények oralis vagy parenteralis beadésra
alkalmas segédanyagokat tartalmaznak.

Szabadalmi igénypontok

1. Eljards malaria gydgyitdsira és/vagy megel$zé-
sére alkalmas, cinkonin és/vagy kinin hatéanyagot
tartalmazo gyogyszerkészitmény el6allitasdra, azzal
jellemezve, hogy a kinafa kérgébdl extrahilt Kinint
vagy gyOgydszatban alkalmazhaté séjat vagy kinin és
cinkonin elegyét vagy ezek gydgydszatban alkalmaz-
haté sdjanak elegyét, amely 2/3 rész kinint és 1/3 rész
cinkonint tartalmaz és az alkaloid-bdzisra vonatkoz-
tatott 45-65 sily% mennyiségben, az Annona sene-
galensisbdl extrahdlt tiszta vagy 60%-os kondenzilt
tannint a tiszta tanninra vonatkoztatott 35-55 sily%
mennyiségben, a gydgyszertechnoldgidban szokdso-
san alkalmazott segédanyagokkal Osszekeverve
gyogyszerkészitménnyé alakitunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy alkaloidként kinint vagy gy6gydszatban el-
fogadhato séjat alkalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a kinafa-alkaloidok elegyenként a kinint és
a cinkonint vagy ezek gydgyészatban elfogadhat6 s6-
jat alkalmazzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy alkaloidként kinin-hidrokloridot hasznélunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljards maldria elleni
készitmény eldallitdsira, azzal jellemezve, hogy 6
15 mg/kg dézisnak megfeleld kininbézist, 5-15 mg/
kg Annona senegalensisbdl kivont tiszta tannint vagy
8-25 mg/kg mennyiségl, Annona senegalensisbdl ki-
vont 60%-os tannint a gyégyszertechnoldgidban szo-
kdsos segédanyagokkal Osszekeverve gy6gyszerké-
szitménnyé alakitunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljards maldria gy6gyi-
tasara szolgald készitmények elbéllitasira azzal jelle-
mezve, hogy a 4-10 mg/kg kininbdzist és 2-5 mg/kg
cinkoninbdzist 5-15 mg/kg Annona senegalensisbél
kivont tiszta tannint vagy 825 mg/kg Annona sene-
galensisbdl kivont 60%-os tannint a gydgyszertech-
nolégidban szokdsos segédanyagokkal sszekeverve
gyogyszerkészitménnyé alakitunk.

4.



7. Az1.igénypont szerinti eljards maldria megelo-
zésére szolgalo készitmény elGéllitasara, azzal jelle-
mezve, hogy 1-2,5 mg/kg dézisnak megfeleld kinin-
bazist 1-2,5 mg/kg Annona senegalensisb6l kivont
tiszta tannint vagy 1,5-4,5 mg/kg Annona senegalen-
sisb6l kivont 60%-os tannint a gyégyszertechnoldgid-
ban szokasos anyagokkal dsszekeverve gydgyszerké-
- szitménnyé alakitunk.

190.938

8. Azl.igénypont szerinti eljards maldria megel6-
zésére szolgdlo gyogyszerkészitmények elGallitasara,
azzal jellemezve, hogy 0,66-1,6 mg/kg kininbazist és
0,33-0,8 mg/kg cinkoninbazist 1-2,5 mg/kg Annona
senegalensisbdl kivont tiszta tannint vagy 1,5-4,5 mg/
kg Annona senegalensisbdl kivont 60%-os tannint a
gyégyszertechnoldgidban szokdsos segédanyagokkal
Osszekeverve gyogyszerkészitménnyé alakitunk.

Raj_z nélkiil
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