Farmakognosie II, Cviceni 4 — Kardioaktivni glykosidy

1.1.KARDIOAKTIVNI GLYKOSIDY

Kardioaktivni glykosidy jsou piirodni latky se specifickym ufinkem na srdecni sval. Jejich
aglykon se tadi do skupiny pfirodnich steroidii. Biogeneticky jsou odvozeny od kyseliny
mevalonové a jejich tvorba vychdzi z biosyntézy triterpend. Pfimym prekurzorem
kardioaktivnich glykosidii je cholesterol. Nositelem kardioaktivniho ucinku je aglykon,
derivat cyklopentanoperhydrofenanthrenu, ktery ma v polohdch C-10 a C-13 methylové
skupiny, dalsi substituenty jsou na C-3, C-14 a C-17.

Pro farmakologickou t¢innost musi aglykon spliiovat nékolik pozadavki:
e cis-anelace kruhti A/B, trans-anelace kruhti B/C a cis-anelace kruhta C/D,
e hydroxylova skupina na C-3 a C-14 musi byt orientovana S,

e nenasyceny laktonovy kruh na C-17 musi byt orientovany f.

Podle charakteru laktonového kruhu rozliSujeme dva typy kardioaktivnich glykosidi:

1. Kardenolidy s péti¢lennym nenasycenym laktonovym kruhem; nejCastéji se nachazi v
Celedich Liliaceae, Ranunculaceae, Apocynaceae, Asclepiadaceac a Plantaginaceae
(digitalis dfive fazeny do Scrophulariaceae).

2. Bufadienolidy se Sestilennym dvojndsobn¢ nenasycenym laktonovym kruhem; jsou

ptitomné v Urginea maritima a v Z1azach nékterych druht ropuch rodu Bufo.

kard-20,22-enolid bufa-20,22-dienolid
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Cukerna slozka (pfevazné oligosacharid) je obvykle vazana ptes hydroxylovou skupinu na C-
3. Vedle béznych monosacharidii D-glukosy a L-rhamnosy jsou pfitomné cukry specifické
pouze pro tyto glykosidy, napt. D-digitoxosa, D-cymarosa, D-digitalosa. Sacharidova cast
molekuly ovliviiuje zejména rychlost ucinku, toxicitu a kumulaci kardioaktivnich glykosidi v

organismu.

1.1.1. KVALITATIVNI REAKCE KARDIOAKTIVNICH GLYKOSIDU

Pti dikazu kardioaktivnich glykosidi je nutné vodné nebo ethanolové extrakty zbavit
balastnich latek jako je chlorofyl, tfisloviny, saponiny a pod., které by ztézovaly identifikaci.
K tomu se pouzivaji tfi zékladni postupy:

- adsorp¢ni chromatografie;

- srazeni tfislovin a barviv roztoky soli kovi;

- roztiepavani mezi nemisitelné faze.

Reakce pouzivané k identifikaci kardioaktivnich glykosida lze rozd€lit do tii skupin:

1.1.1.1. Reakce typické pro kardenolidy
Jsou podminény pfitomnosti dvojné vazby v laktonovém kruhu aglykonové ¢asti molekuly.
Reakce probihaji v alkalickém prostiedi a neposkytuji je bufadienolidy. Radime sem tyto

reakce:

Baljetova reakce

S alkalickym roztokem kyseliny pikrové vznika svétle oranZové az temné Cervené zabarveni.
Vlivem hydroxidu dochazi k odstépeni protonu na C-21 laktonového kruhu kardenolidd,
pficemz se vytvaii karbanion, ktery se nukleofilné¢ aduje na kyselinu pikrovou. Vznika
Meisenheimeritv barevny komplex, ktery ma absorbéni maximum pfi vinové délce 491 nm, a

proto miZzeme reakci pouZit i ke kvantitativnimu stanoveni. Reakci rusi pfitomnost acetonu.

+ NaOH

Kardenolid Karbanion Meisenheimeruv komplex

Raymondova reakce
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Vyuziva misto kyseliny pikrové m-dinitrobenzen. Laktonovy kruh kardenolidii reaguje v
zasaditém prostfedi s polynitroaromdty za vzniku jiz uveden¢ho Meisenheimerova komplexu.

S m-dinitrobenzenem vznika fialové modré zabarveni.

Keddeho reakce

Vyuziva kyselinu 3,5-dinitrobenzoovou v ethanolu za vzniku ¢ervenofialového komplexu.

Legalova reakce
S nitroprusidem sodnym vznika oranzové¢ Cervené zbarveni. Tato reakce je zalozena na vzniku

barevného komplexu pii reakci nitroprusidu sodného s laktonovym kruhem.

1.1.1.2. Reakce vazané na cukernou slozku
Pii hydrolyze kyselinou dochazi k uvolnéni cukerné slozky, kterd reaguje s nékterymi
zkoumadly (xanthydrolem, vanilinem, anthronem, Fehlingovym zkoumadlem, p-dimethyl-

aminobenzaldehydem) za vzniku barevnych produkti.

Keller-Kilianiho reakce

Roztokem chloridu zelezitého a kyselinou sirovou se dokazuji predev§im 2-deoxycukry (D-
digitoxosa, D-cymarosa), n€kdy téz aglykon. Cukry se barvi kyselinou sirovou modrozelen¢
az modfe a aglykon tvoii hnédy prstenec. Mechanismus této reakce neni zcela zndm, pozitivni
barevna zména nastane pouze v pritomnosti volné digitoxosy. Predpoklada se, ze ptisobenim
kyseliny cukr pfejde na derivat furfuralu a plisobenim Zzelezitych ionti se méni na
malondialdehyd nebo acetaldehyd. Tim je umoZnén kondenza¢ni a polymeracni priibéh

reakce.

Reakce s xanthydrolem
S Cerstvé pfipravenym roztokem xanthydrolu reaguji 2-deoxycukry za vzniku stabilniho
vinové Cerveného zabarveni. Reakce se pouziva 1 pfi kvantitativnim stanoveni kardioaktivnich

glykosidi.

1.1.1.3. Reakce charakteristické pro steroidy

Jsou zaloZeny na dehydrataci aglykonu, jeho izomerizaci a vzniku barevnych produkti.

Liebermann-Burchardova reakce (reaguji také steroidy a triterpenoidy).
Reakce s anhydridem kyseliny octové a koncentrovanou kyselinou sirovou. Vlivem kyseliny

sirové dochazi k dehydrataci a dehydrogenaci steroidniho skeletu, vznikaji karbeniové ionty a
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slouc¢eniny s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Zabarveni vznikl¢ ihned po reakci se muize

zménit vlivem izomerizace dvojné vazby v molekule steroidu.

Rosenheimova reakce
Provadi se s 90 - 98% kyselinou trichloroctovou. Tato reakce je charakteristickd pro steroidy,
jez ve své molekule maji systém konjugovanych dvojnych vazeb nebo pro aglykony, které ho

mohou vytvofit (bufadienolidy).

1.1.2. KVANTITATIVNi STANOVENI KARDIOAKTIVNiICH GLYKOSIDU

Pro kvantitativni vyhodnoceni se v soucasnosti pouziva nejcastéji kolorimetrickd metoda.
Zakladem je izolace glykosidu a aglykont vodou nebo ethanolem, prec¢isténi extraktu a kysela
hydrolyza glykosidi. Aglykony se stanovuji reakci s kyselinou pikrovou (viz Baljetova
reakce). Vznikly barevny komplex mé absorbéni maximum pfi vinové délce 491 nm a méfi se

proti Baljetovu zkoumadlu jako porovnavacimu roztoku.

1.1.3.DROGY S OBSAHEM KARDIOAKTIVNICH GLYKOSIDU

1.1.3.1. Digitalis purpureae folium — List naprstniku &erveného (CL 2009)
Je to usuSeny list druhu Digitalis purpurea L., naprstnik Cerveny, Plantaginaceae (diive
Scrophulariaceae).

Obsah: Nejméné 0,3 % kardenolidii, vyjadieno jako digitoxin, po€itdno na vysuSenou drogu.

Dx—Dx—Dx—-0

digitoxin

Zkousky totoZnosti:
1. 1 g praSkované drogy se povaii s 15 ml vody a po vychladnuti se odvar zfiltruje vatou.

Filtrat se rozd¢€li na 2 dily:

a) K prvnimu dilu se pfidava po kapkach roztok octanu olovnatého, az nevznika dalsi

srazenina. Zfiltruje se. K filtratu se pfidava roztok hydrogenfosfore¢nanu sodného tak
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dlouho, az nevznika sraZenina. Poté se zfiltruje a k filtratu se ptida stejny objem cerstve
ptipravené¢ho Baljetova zkoumadla (9,5 ml 1 % roztoku kyseliny pikrové se smichd s 0,5
ml 10% roztoku NaOH. Pted pouzitim se fedi s methanolem v poméru 1:1). Do 20 minut

se roztok barvi ¢ervenooranzoveé.

b) K druhému dilu se ptfidd 5 ml chloroformu, 1 ml diethyletheru a 1 ml ethanolu a
protiepe se. Chloroformova vrstva se na porcelanové misce odpaii do sucha. Odparek se
rozpusti v 1,5 ml koncentrované kyseliny octové, pfida se 1 kapka 0,1% roztoku chloridu
zelezitého a ve zkumavce se podvrstvi 1,5 ml kyseliny sirové. Na styku obou vrstev se
vytvoii barevny prstenec na spodin¢ hnédocerveny — digitaligeniny, v horni ¢asti zpocatku
nazelenaly, pozdéji modry (digitoxosa, Keller-Kilianiho reakce).

Dtikaz steroidni slozky: 0,5 g praSkované drogy se 2 minuty vaii s 10 ml ethanolu 50% a 5
ml roztoku octanu olovnatého 10%. Po ochlazeni se smés piefiltruje. Filtrat se vytiepe do
15 ml chloroformu, chloroformovy roztok se vysuSi bezvodym siranem sodnym a
prefiltruje. 3 ml chloroformového extraktu se odpafi do sucha. Ke zbytku se pfida 1ml
smési 50 ml anhydridu kyseliny octové a 1 ml koncentrované kyseliny sirové a protiepe
se. Po nékolika minutach vznika hnédosedé zabarveni (steroidni skelet, Liebermann-
Burchardova reakce).

Diikaz cukerné slozky: 0,5 g praskované drogy se smichd s 5 ml Cerstvé piipraven¢ho
xanthydrolového zkoumadla. 3 minuty se zahtivd na vodni 14zni a potom se chladi 5
minut. Po dalSich 10 minutach pii pokojové teploté se objevi vinové Cervené zabarveni

(digitoxosa).

4. Tenkovrstva chromatografie:

ZkousSeny roztok: 1,0 g praSkované drogy se smiché s 20 ml ethanolu 50% (V/V) a

10 ml octanu olovnatého. Vafi se 2 minuty, nechd se ochladit a odstfedi se. Supernatantni

tekutina se protfepe dvakrat 15 ml chloroformu; je-li tfeba, vrstvy se oddé€li odstfedénim.

Spojené chloroformové vrstvy se vysusi siranem sodnym bezvodym a zfiltruji se. 10 ml

filtratu se odpaii na vodni lazni do sucha, odparek se rozpusti v 1 ml smési stejnych

objemovych dilti chloroformu a methanolu.

Porovnavaci roztok: 5 mg purpureaglykosidu A, 2 mg purpureaglykosidu B, 5 mg digitoxinu

a 2 mg gitoxinu se rozpusti ve smeési stejnych objemovych dilti chloroformu a methanolu a

ziedi se stejnou smesi na 10 ml.

Stacionarni faze: Deska s vrstvou silikagelu G pro TLC.
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Mobilni faze: Smés objemovych dili vody, methanolu a ethyl-acetatu (7,5 : 10 : 75).
Nandaseni: 20 pl, do prouzkd.

Vyvijeni: Po draze 10 cm.

Suseni: Do odpateni rozpoustédel.

Detekce: Postiika se smési objemovych dilii roztoku chloraminu T (10 g/1) a roztoku kyseliny
trichloroctové (250 g/1) v ethanolu 96% (2 : 8), pak se 10 minut zahtiva pti 100 °C az 105°C.
Pozoruje se v ultrafialovém svétle pii 365 nm.

Hodnoceni: Na chromatogramu porovnavaciho roztoku je v dolni ¢asti svétle modie
fluoreskujici skvrna (purpureaglykosid B), tésné¢ nad ni hnédozluté fluoreskujici skvrna
(purpureaglykosid A), ve stfedni casti chromatogramu svétle modie fluoreskujici skvrna
(gitoxin) a nad ni hnédozluté fluoreskujici skvrna (digitoxin). Skvrny na chromatogramu
zkouSen¢ho roztoku odpovidaji polohou, zbarvenim a velikosti skvrndm na chromatogramu
porovnavaciho roztoku. Na chromatogramu zkouseného roztoku mohou byt dalsi fluoreskujici
skvrny (digitoxigenin a jeho glykosidy fluoreskuji zluté, gitoxigeniny a jeho glykosidy jasné

modre a digoxigeniny a jeho glykosidy ocelové modie).

Stanoveni obsahu:

0,250 g praskované drogy se protiepava 1 h s 50,0 ml vody. Pak se ptida 5,0 ml roztoku
octanu olovnatého (150 g/l), prottepe se a po né€kolika minutach se ptidd 7,5 ml roztoku
hydrogenfosforecnanu sodného dodekahydratu (40 g/l), zfiltruje se ptes skladany filtr. 50,0 ml
filtratu se vafi 1 h pod zpétnym chladi¢em na vodni ldzni s5 ml roztoku kyseliny
chlorovodikové (150 g/l HCI). Roztok se pfevede do dé€lici nalevky; batika se promyje dvakrat
5 ml vody; spojené tekutiny se protifepavaji tfikrat 25 ml chloroformu. Spojené chloroformové
vrstvy se vysusi siranem sodnym bezvodym a roztok se zfedi chloroformem na 100,0 ml. 40,0
ml tohoto roztoku se odpafi do sucha, odparek se rozpusti v 7 ml ethanolu 50% (V/V). Pridaji
se 2 ml kyseliny dinitrobenzoové a 1 ml hydroxidu sodného 1 mol/l. Sou€asné se pfipravi
porovnavaci roztok nasledujicim zptisobem: 50,0 mg digitoxinu se rozpusti v ethanolu 96% a
ziedi se jim na 50,0 ml. 5,0 ml roztoku se ziedi ethanolem 96% na 50,0 ml. K 5,0 ml tohoto
roztoku se prida 25 ml vody a 3 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (150 g/l HCI). Vaii se 1
h pod zpétnym chladicem na vodni lazni; dale se postupuje vySe uvedenym zplsobem.
Absorbance obou roztokli se méfi pii 540 nm né€kolikrat v pribéhu 12 minut tak, aby bylo
dosazeno maxima. Jako kontrolni tekutina se pouZije smés 7 ml ethanolu 50% (V/V), 2 ml
kyseliny dinitrobenzoové a 1 ml hydroxidu sodného 1 mol/l.

Z namétenych hodnot absorbanci a koncentraci roztokii se vypocita obsah kardenolidii
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v procentech, vyjadieno jako digitoxin.

1.1.3.2. Digitalis lanatae folium — List naprstniku vinatého
Je to wusuSeny list druhu Digitalis lanata L., naprstnik vlnaty, Plantaginaceae (dfive
Scrophulariaceae).

Obsah: Nejméné 0,5 % kardenolidl, vyjadieno jako digitoxin, vyjadfeno na vysusenou drogu.

Stanoveni obsahu:

4,00 g jemn¢ praskované drogy se prelije (v pfedem zvazen¢) 250 ml zédbrusové bance 50 ml
70% horkého ethanolu a vati pod zpétnym chladicem 15 minut na vodni lazni. Necha se
ochladit na 20 °C. Doplni se 70% ethanolem na pivodni hmotnost. Pfida se 110 ml vody a
promiché se. Pfidd se 50 ml 15% octanu olovnatého a znovu se fddné promicha. Vznikla
srazenina se po kratkém usazeni zfiltruje. Ke 160 ml ¢irého filtratu (=3,2 g drogy) se piida 48
ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu sodného 10%. Dobie se promicha a opét se zfiltruje. 162,5
ml filtratu (odpovida 2,5 g drogy) se nalije do délici nalevky na 300 ml. Postupné se
vytfepava s 50, 40, 40 a 40 ml chloroformu. Spojené chloroformové extrakty se odpafi na
rotaéni vakuové odparce do sucha. Odparek se postupné po Castech rozpusti ve smési
chloroform-methanol (1:1) na celkovy objem 25 ml. 2 ml tohoto extraktu (200 mg drogy) se
odpafi do sucha, odparek se rozpusti v 35 ml methanolu. 5 ml methanolového roztoku se
smicha s 5 ml Baljetova zkoumadla. Po 30 minutach stani se méfi absorbance barevného
roztoku pfi

494 nm proti porovnavacimu roztoku (5 ml methanolu + 5 ml Baljetova zkoumadla). Procento

celkového mnozstvi glykosidl, pocitanych jako lanatosid C, se vypocita podle vzorce:
% =Ax341

A — naméfena absorbance

Digitalis purpureae folium a Digitalis lanatae folium jsou surovinami pro izolaci strukturou
definovanych kardioaktivnich glykosidu:

1.1.3.3. Digitoxinum — Digitoxin (CL 2009), Digoxinum — Digoxin (CL 2009)
Zkousky totoznosti jsou zalozeny:

1. na infracervené absorp¢ni spektrofotometrii

2. na tenkovrstvé chromatografii a reakcich vySe popsanych (s kyselinou
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dinitrobenzoovou v alkalickém prostiedi a s chloridem zelezitym a kyselinou

sirovou).
1.1.34. Ouabainum octahydricum — Ouabain oktahydrat (CL 2009) diive: g-
Strophantin

Strukturou definovany kardioaktivni glykosid, ktery se izoluje z drogy Strophanthi semen —
Strofantové semeno.

Matecnou rostlinou je Strophanthus gratus (Wall. et Hook. ex Benth.) Baill., krutikvét cenny,
Apocynaceae. Je to stromovita liana obsahujici prizra¢ny nebo bily latex. Zplostéla semena
jsou podobna sementim ovsa. Jsou opatfena charakteristickou pérovitou osinou.

Ouabain se ziskava také ze dfeva stromu Acokanthera schimperi Oliv., akokantera

Schimperova, Apocynaceae, rostouciho v jihovychodnich oblastech Afriky.

Zkousky totoznosti:

1. K1 gpraskované drogy (Strophanti semen) se pfida 10 ml vody, povaii se a odvar se po
vychladnuti zfiltruje. Chromatograficky na tenké vrstvé silikagelu G porovnanim se
standardem. Vyviji se po draze 13 cm smési objemovych dili vody, methanolu,
dimethylsulfoxidu a chloroformu (4 : 15 : 15 : 70). Vrstva se su$i 30 minut v
odvétravané susarne pii 140 °C. Nechd se ochladit. Postiika se kyselinou sirovou
v ethanolu a zahtiva se 15 minut pfi 140 °C. Posuzuje se poloha a zbarveni skvrn.

2. 2 mg ouabainu se rozpusti ve 2 ml kyseliny sirové; vznika riZové zbarveni, které rychle
pfechazi v ¢ervené. Roztok ma v ultrafialovém svétle zelenou fluorescenci.

3. Asi 1 mg ouabainu se rozpusti v 1 ml dinitrobenzenu a ptida se 0,2 ml hydroxidu sodného
zfedéného; vznika intenzivni modré zabarveni.

4. 0,1 g se rozpusti v 5 ml roztoku kyseliny sirové (150 g/1) a nékolik minut se vaii. Roztok
zeZloutne a zakali se. Zfiltruje se. K filtratu se pfida 5 ml roztoku hydroxidu sodného (120

g/1), 3 ml vinanu méd’natého a zahteje se; vznikne ¢ervena sraZenina.

1.1.3.5. Convallariae herba — Konvalinkova nat’
UsuSené celé nebo fezané eliptické dlouze fapikaté listy druhu Convallaria majalis L.,
konvalinka vonna, Convallariaceae (dfive Liliaceae).

Obsah: Nejméne¢ 0,2 % konvallatoxinu.
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Zkousky totoznosti

2 g drogy se povaii s 25 ml vody, odvar se po vychladnuti zfiltruje vatou.

1. K 10 ml filtratu se pfida 10 ml chloroformu, 2 ml diethyletheru a 2 ml ethanolu 95% a
dikladné se prottepe. Chloroformova vrstva se odpaii na porcelanové misce do sucha,
odparek se rozpusti ve 3 ml kyseliny octové koncentrované, piida se 1 kapka 0,1%
roztoku chloridu zelezitého a roztok se ve zkumavce navrstvi na 3 ml kyseliny sirové. Na
styku obou vrstev se vytvoii ¢ervenohnédy prstenec, vrstva kyseliny octové se barvi
zeleng.

2. K10 ml filtratu se pfidava po kapkéach roztok octanu olovnatého, az nevznikd dalsi
srazenina a pak se zfiltruje. K filtratu se po kapkach ptidava roztok hydrogenfosfore¢nanu
sodného, az nevznika srazenina a opét se zfiltruje. K filtratu se prida stejny objem Cerstve
pfipraveného trinitrofenolatu sodného (Baljetovo zkoumadlo). Do 30 minut se roztok

zbarvi ¢ervené oranzove.

Stanoveni obsahu:

3,00 g jemné praSkované drogy se prelije 50 ml ethanolu 70% a vaii se pod zpétnym
chladi¢em 15 minut na vodni ldzni. Nechd se 15 minut stat a pak se ochladi na 20 °C. Ptida se
70 ml vody a 20 ml octanu olovnatého 20% a tadné se promicha. Vznikla srazenina se po
kratkém usazeni zfiltruje. Ke 100 ml cCirého filtratu se ptfidd 25 ml hydrogenfosfore¢nanu
sodného 10%. Dobfie se promicha a opét zfiltruje. 100,0 ml filtratu (odpovida 2,0 g drogy) se
vpravi do délici nalevky na 200 ml. Postupné se vytfepava 60 ml a tfikrat 35 ml chloroformu.
Spojené chloroformové extrakty se odpaii na rotacni vakuové odparce do sucha pii teploté
nepresahujici 50 °C. Odparek se rozpusti v 10 ml methanolu a roztok se prefiltruje. 1 ml
roztoku se doplni methanolem na 10 ml. 5 ml tohoto roztoku se smicha s 5 ml Baljetova
zkoumadla. Po 15 minutach stani se méii absorbance barevného roztoku pii 494 nm proti
porovnavacimu roztoku (5 ml methanolu + 5 ml Baljetova zkoumadla). Procento celkového
mnozstvi glykosidi, pocitanych jako konvallatoxin se vypocita podle vzorce

% =A% 0,625

A - naméfena absorbance
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