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Adonitoxol, novy srdcovy glykozid hlava¢ka jarného
(Adonis vernalis 1.)

A. CSEREP, L. MASLER, D. SIKL, S. BAUER

Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied, Oddelenie biochémie sacharidov,
Bratislava

Z hlavédcka jarného sa izoloval adonitoxin a adonitoxol. Na zdklade
chemického a fyzikdlnochemického Studia adonitoxol je L-ramnozido-
-adonitoxologenin.

Chemicky vyskum kardiotonickych steroidov hlavacka jarného (Adonis
vernalis 1.) zadal r. 1936 W. Karrer [1], ktory dokazal v hlavadku pritomnost
dvoch srdcovych glykozidov. Od toho éasu sa viaceri autori zaoberali kardio-
tonicky uUéinnymi latkami hlavacéka, z ktorého T.Reichstein izoloval
cymarin [2] a adonitoxin [3, 4], D. G. Kolesnikov K-strofantin [5] a stro-
fantidin [6] a J. Pitra 16-hydroxystrofantidin (strofadogenin) a acetyladoni-
toxin [7]. Posledne menovany autor upozornil ¥ na pritomnost 16-O-formyl-
kardenolidov v hlavaéku [8]. Chromatografiou na papieri sa zistilo [9], Ze
uvedené kardiotonické steroidy predstavuji len mald dast glykozidickej
zmesi drogy a zZe v droge okrem spominanych kardenolidov je eSte 23 dalsich
latok poskytujicich pozitivnu reakciu na butenolidovy kruh. Ulohou tejto
prace bolo izolovat a identifikovat niektoré zlozky glykozidickej zmesi hla-
vacdka jarného.

Z etanolovych extraktov suSenej drogy sme protiprddnym roztrepavanim
a chromatografiou na Al,O; ziskali dva krystalické srdcové glykozidy, ktoré
sme oznadili ako glykozid AV4 a glykozid AV6.

Glykozid AV4 CpH,,0,, mé b. t. 245—258 °C, optickd otddavost [a]f =
= —26,2° (¢ = 1,023; metanol), dve maximéa v ultrafialovom spektre (Amax
220 nm, log ¢ = 4,20; 310 nm, log ¢ = 1,46), ako aj absorpéné pasy butenoli-
dového kruhu (1630, 1740 a 1790 cm—!) a absorpény pas aldehydickej skupiny
(1720 ecm™1!) v infradervenom spektre.

Glykozid AV4 poskytol acetylaciou acetanhydridom v pyridine tetra-O-ace-
tylderivat Cy,H;00,, s b. t. 148—150/224—232 °Ca s [«]3 = —58,1° (c = 1,032;
chloroform).

Na zéklade uvedenych fyzikalnochemickych kon$tant, zmesného bodu
topenia, reakcie s koncentrovanou kyselinou sirovou, porovnania infraderve-
nych spektier a chromatografie na papieri s autentickou vzorkou sme glykozid
AV4 identifikovali ako adonitoxin.

Glykozid AV6 Cyp,H,,0,, mal b. t. 179—184 °C a v infradervenom spektre
absorpéné pasy butenolidového kruhu pri 1620, 1750 a 1810 cm~1. Jeho
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acetylaciou v pyridine sa ziskal penta-O-acetylderivat Cy,oH;0,5 s b. t. 115az:
117 °C.

Ry hodnoty adonitoxinu a glykozidu AV6 v dvoch systémoch [10, 11] st
uvedené v tab. 1.

Tabulka 1
Ry hodnoty glykozidu AV4 (adonitoxin) a glykozidu AV6 (adonitoxol)
Rp
Systém glykozid AV4 | glykozid AV6 Poznamky
(adonitoxin) (adonitoxol)
e e impregnacia spodnou fé- |
toluén. butainol voda 0,56 0,42 zou, doba vyvijania
(2:1:3) yvi
o 8 hodin
. - impregnacia hornou
1zoa.myla(fllk0}ll;>1 voda 0,48 0,62 fazou, doba vyvijania
24 hodin

Hydrolyzou podla C. Mannicha a G. Siewerta [12] v dioxdne adonitoxin,
ako aj glykozid AV6 poskytli ramnézu a dva aglykdny: adonitoxigenin a agly-
kén AV6 (adonitoxologenin), ktoré sme charakterizovali Rr hodnotami v dvoch
systémoch [13] uvedenych v tab. 2.

Tabulka 2
Rp hodnoty aglykénu AV4 (adonitoxigenin) a aglykénu AV6 (adonitoxologenin)

Er
Systém aglylén AV4 a.gl%'kdén AV6 Poznimky
S sl adoni-
(adonitoxigenin) tomslagenin]
benzén—chloroform 0,34 0,23 . . .
(2:3) impregnacia formamid—
—metanol 1 1, doba
' ijania 5 hodin
metyletylketén—xylén Nyyijanis
(1:1) 0,38 0,29

Z vysledkov elementirnej analyzy, pritomnosti rovnakého sacharidu
(z-ramnézy) v molekule obidvoch izolovanych glykozidov, z chybajtceho
absorpéného pdsa pre aldehydickd skupinu v infradervenom spektre glykozidu
AV6 a zo vzniku penta-O-acetylderivatu pri jeho acetylacii, ako aj z niz$ich Rr
hodnét glykozidu AV6 a jeho aglykénu voéi Rr hodnotim adonitoxinu,
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pripadne adonitoxigeninu sme usidili, Ze glykozid AV6 je redukovand, a preto
polarnejsia forma adonitoxinu — adonitoxol.
Tento predpoklad sme si overili syntézou adonitoxolu (II) z adonitoxinu (/):

- O\CO ~ U\CO
CHjy CH3 ﬁ_l
o
¥ L ou HCOH,C
OH ol OH
< NolBH.J
0 0—\ o1 of—\oH
K,r HC ! '<§ HC I
¥ —
JH OH OH OH

Redukcion adonitoxinu (I) tetrahydridoboritanom sodnym Na[BH,] sme
pripravili adonitoxol (11) CysH 4,044 s tymito fyzikdlnochemickymi konstantami:
b.t. 179—181 °C, [a]F = —11,2° (c = 0,978; metanol). V ultrafialovom
spektre m4d synteticky adonitoxol jedno maximum pri 219 nm (log ¢ = 4,20).
Acetylaciou adonitoxolu acetanhydridom v pyridine sa ziskal penta-O-acetyl-
adonitoxol s b.t. 115—117 °C a s [a]fy = —15,7° (¢ = 0,994; chloroform).
Skuska s tetranitrometinom [14] bola negativna.

Na zéklade fyzikdlncchemickych kcenstint, zmesnéko kcdu topenia, po
rovnania infraderveného spektra, reakcie s koncentrovanou kyselinou sirovou
a chromatografie na papieri je synteticky glykozid totozny s glykozidom AV6
izolovanym z hlavadka jarného a prislicha mu Struktira adonitoxologenin-
-a-L-ramnozidu (IT).

Experimentalna €ast

Droga bola nazbierand koncom aprila 1960 pri Devine na zdpadnom Slovensku.

Body topenia sa stanovili na Kofflerovom bloku a st korigované.

Na meranie optickej otdcéavosti a na elementdrnu analyzu sa latky 3 hodiny susili
nad P,O; pri 100 °C a 0,3 torr. Infradervené spektré v KBr sa snimali na Zeissovom
spektrofotometri UR 10, ultrafialové spektrd na univerzdlnom spektrofotometri Zeiss,

Chromatografia na papieri sa robila na papieri Whatman 1 pri 20 °C. Na detekeiu sa
pouzilo Keddeho ¢éinidlo [15]. Nandsky boli v rozmedzi 70—150 pg. |

Protipridne roztrepdvanie sa uskuto¢nilo na 200 ¢lennej plnoautomatickej Craigovej
aparature v usporiadani podla von F. A. Metzscha [16]. Adsorp¢énd prietokovéd chroma-
tografia sa vykonala podla T. Reichsteina [17].

Farebné reakcia kardenolidov sa robila s koncentrovanou kyselinou sirovou podla [18].

Eaxtrakcia drogy

2 kg suchého rozomletého hlavddka jarného sa extrahovalo etanolom. Pouzilo sa



276 A. Cserép, L. Masler, D. Sikl, S. Bauer

81969, 3 x61709% a 5160 9, etanolu. Spojend etanolové extrakty sa zahustili vo
vékuovej odparke na 1,51 (max. teplota 45 °C). Koncentrat sa vyzrdzal 10 9% roztokom
octanu olovnatého a filtroval sa cez kremelinu. Z filtrdtu sa nadbytodné iény Pb2+ vyzré-
Zali 10 9, dihydrofosforeénanom sodnym. Po odfiltrovani a premyti zrazeniny vodou sa
filtrét zahustil na 400 ml a extrahoval sa:

1. 3 X 400 ml éteru. Eterové extrakty sa vytrepali 4 ml 10 %, roztoku Na,CO, a 4 ml
vody, vysusili sa bezvodym Na,SO, a vo vakuu sa odparili. Ziskalo sa 2,6 g tmavého
olejovitého odparku;

2.3 X 400 ml chloroformu. Extrakty sa spracovali podobne ako éterové. ZvySok
tvorilo 1,6 g svetlohnedej peny;

3.5 X 400 ml zmesi chloroform—etanol (2 :1). Extrakty sa spracovali ako v pred-
chédzajacich pripadoch. Zvysok tvoril 10,5 g ervenohnedého viskézneho oleja.

Protipridne roztrepdvanie

10,5 g chloroform—etanolového extraktu (2 : 1) sa roztrepdvalo v systéme rozpustadiel
toluén—butanol—voda (2 ; 1: 3). Uskutoénilo. sa 198 zikladnych posunov hornej fazy
a 50 posunov jednostranného odberu. Obsah jednotlivych roztrepivadiek sa analyzoval
chromatografiou na papieri v systéme toluén—butanol—voda (2:1:3) a v systéme
izoamylalkohol—voda (1 1) (obritend féza); posuny sa pospdjali do 4 skupin: prva
skupinu tvoria velmi silne poldrne kardenolidy (roztrepavadky 1—I12, odparok 4,45 g),
druht skupinu. silne poldrne kardenolidy (r. 13—28, odparok 2,13 g), tretiu skupinu
polédrne kardenolidy (r. 29—100, odparok 2,12 g) a S$tvrtd skupinu nepoldrne kardenolidy
(r. 101—198, odparok 1,28 g). Jednostranny odber (0,51 g) neobsahuje kardenolidy.

Izoldcia adonitoxinu

2,12 g polarnych. kardenolidov z protipridneho roztrepivania sa chromatografovalo
na 60 g Al,O,. Odoberali sa 200 ml frakcie. Vysledky chromatografie si v tab. 3.

Tabulka 3

Chromatografia polérnych kardenolidov z protiprudneho roztrepavania na Al,Oy

Frakcia Eluent V(a;);a. E:SE:;O
1—12 chloroform, chloroform—metanol 1 %, 2 9% 0,08 —
13—18 chloroform—metanol 4 %, 0,17 +
19—34 chloroform—metanol 8 %, 1,45 ++
35—38 chloroform—metanol 16 %, 30 % 0,28 ++
39—42 chloroform—metanol 60 %, 0,11 —

Po dvojnédsobnej krystalizécii z metanol—steru sa z frakeii 19—34 ziskalo 512 mg
adonitoxinu o b. t. 245—258 °C, [«]¥ = —26,2° (¢ = 1,023; metanol).
Pre C,)H,,0,, (M = 550,63)

vypodéitané: 63,25 9, C, 7,69 9% H;
zistend: 62,66 9% C, 7,51 % H.
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Reakeia s koncentrovanou kyselinou sfrovou bola oranzové, tehlovoéervend, karmino-
vodéervenad.

Priprava tetra-O-acetyladonitoxinu

50 mg adonitoxinu sa rozpustilo v 1,5 ml ¢erstvo predestilovaného pyridinu a pridalo
sa 0,9 ml acetanhydridu. Roztok sa nechal 16 hodin stét pri 20 °C. Potom sa dve hodiny
zahrieval na vodnom kupeli na 60 °C. Pyridin a acetanhydrid sa vdkuove oddestilovali
a zvysky pyridinu sa odstrénili viacndsobnym vdkuovym odparenim s benzénom. Od-
parok sa rozpustil v 20 ml zmesi chloroform—éter (3 : 1), premyl sa malym mnozstvom
10 9% HCl, 10 9% Na,CO; a vodou, vysusil sa bezvodym Na,SO, a odparil sa. Odparok
poskytol z acetén—éteru 55 mg tetra-O-acetyladonitoxinu s b. t. 148—150/224—232 °C
as [a]¥ = —58,1° (¢ = 1,032; chloroform).

Pre Cy,Hy,0,, (M = 718,77)
vypoditané: 61,82 9, C, 7,01 9% H;
zistené: 61,42 9% C, 7,05 9% H.

Reakeia s koncentrovanou kyselinou sirovou bola oranzové, ¢ervenohnedd, karminovo-
dervend.

Izoldcia adonitoxolu

2,13 g silne poldrnych kardenolidov z protipridneho roztrepdvania (r. 13—28) sa:
chromatografovalo na 60 g Al,O;. Odoberali sa 200 ml frakecie. Vysledky chromatografie
stt uvedené v tab. 4.

Tabulka 4
Chromatografia silne poldrnych kardenolidov z protipridneho roztrepdvania na Al,O,

Frakcia Eluent Vihs Kedde}] °

(g) reakcia

1—16 chloroform, chloroform—metanol 1 %, 2 % 0,18 —

17—26 chloroform—metanol 4 9%, 8 % 0,25 + +
27—34 chloroform—metanol 8-%, 16 % 0,59 ++
35—46 chloroform-—metanol 16 %, 30 % 1,03 + -+

Z frakeii 27—34 vykrystalizovalo z metanol—éteru 53 mg krystédlikov o b. t. 179 aZ
184 °C.

Pre CyyH,,04 (M = 552,64)

vypoditané: 63,02 9, C, 8,02 9% H;
zistené: 62,49 9 C, 8,24 9% H.

Reakcia s koncentrovanou kyselinou sfrovou bola Zltd, oranzovd, hnedodervend,
krvavodervena.
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Priprava penta-O-acetyladonitoxolu

20 mg glykozidu AV6 sa acetylovalo podobne ako adonitoxin. Ziskalo sa 21 mg
acetylderivatu s b. t. 115—117 °C.

Pre Cy0H,0y5 (M = 762,82)

vypocéitané: 61,40 9, C, 7,13 9% H;
zistené: 60,67 9% C, 7,63 % H.

Reakcia s koncentrovanou kyselinou sirovou bola zelenozltd, zitd, oranzovd, hnedo-
céervend.

Hydrolyza adonitoxolu a adonitoxinu

15,1 mg adonitoxolu sa rozpustilo v 6 ml dioxdnu a pridalo sa 0,06 ml koncentrovanej
HCIL. Zmes sa nechala 14 dni stdt v termostate pri 37 °C. Priebeh hydrolyzy sa sledoval
chromatografiou na papieri. Potom sa pridalo 8 ml vody, roztok sa vdkuove zahustil
na 6 ml a extrahoval sa 4 X 10 ml zmesi chloroform—ztanol (3 : 1). Extrakty sa premyli
malym mnoZstvom 10 9%, Na,CO, a vody, vysusili sa bazvodym Na,S0, a vdkuove sa
odparili. Zvysok sa rozpustil v acetén—3teri a odstavil sa na krystalizdciu. Kedze latka
nekrystalizovala ani po dlhSom éase, vyzrazala sa z mateinych lihov petroléterom.
Zrazenina sa odfiltrovala, premyla zmesou petroléter—3ter (1 : 1) a vysusila sa. Zvy3ok
4 mg sa pouzil pre chromatografiu na papieri (pozri tab. 2) a na reakeiu s koncentrovanou
kyselinou sirovou (zlté, oranzové, hnedodervend, krvavotervend).

Adonitoxin sa hydrolyzoval podobne ako v pripade adonitoxolu. Amorfny aglykén
(5 mg) sa charakterizoval chromatografiou na papieri a farebnou reakciou s koncentrova-
nou kyselinou sirovou (oranzovd, tehlovoéervena, karminovocervend).

Redukcia adonitoxinu tetrahydridoboritanom sodnym

200 mg adonitoxinu sa rozpustilo v 40 ml 80 9, metanolu. Po3as 30 minat sa priddvalo
po Castiac1 40 mg Na[BH,] v 14 ml 80 9, metanolu a nechalo sa 22 hodin staf pri labora-
térne) teplote. Nato sa roztok vo~vakuu zahustil na 14 ml a pridala sa po kvapkdch
2 N-H,S0, do kyslej reakecie na kongo3srveir. Potom sa pridalo 14 ml metanolu, 300 mg
p-manitu, varilo sa 30 minit na vodnom kupeli pod spédtnym chladicom a roztok sa
zahustil vo vakuu na 14 ml, zriedil sa 7 ml vody a 6 X sa vytrepal 25 ml CHCl,—C,H,O0H
(2 1). Vytrepky sa premyli malym mnoZstvom 10 9, Na,CO, a vodou, vysulili sa bez-
vodym Na,SO, a odparili sa vo vdkuu. Zvy3ok poskytol z etanol—3teru 124 mg krystali-
kov o b. t. 179—181 °C. Bod topenia sa nezmenil ani druhou krystalizdciou; [«]F =
= —11,2° (¢ = 0,978; metanol).

Pre Cy,,H,;,0,, (M = 552,6)

vypocitané: 63,02 9 C, 8,02 9% H;
zistend: 62,68 9, C, 7,86 9% H.

Reakeia s koncentrovanou kyselinou sirovou bola zltd, oranzova, hnedogervens,
krvavocervend.
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Priprava penta-O-acetyladonitoxolu

48 mg adonitoxolu sa acetylovalo podobne ako adonitoxin. Ziskalo sa 49 mg amorfného
-acetylderivdatu, ktory sa chromatografoval na 1,5 g Al,O,;. Odoberali sa 10 ml frakeie.
"Vysledky chromatografie st uvedené v tab. 5.

Tabulka 5
Chromatografia penta-O-adonitoxolu na Al,O,
Frakei Eluent Véha Poznamka
(mg)
1—26 benzén, benzén—=éter (1 : 1)
éter, benzén—chloroform (1 : 3), chloroform 15 olej
27—31 chloroform—metanol (9 : 1) 32 pena

Odparok frakeie 27—31 poskytol z acetén—séteru 25 mg penta-O-acetyladonitoxolu
s b.t. 115—117 °C a s [«]®® = —15,7° (¢ = 0,994; chloroform).

Pre Cy0Hy 01 (M = 762,82)

vypocitané: 61,40 9, C, 7,13 % H;
zistené: 61,08 9% C, 6,96 9% H.

Reakeia s koncentrovanou kyselinou sirovou bola zelenozltd, zlté, oranzové, hnedo-
{ervend.

Hydrolyza syntetického adonitoxolu

Uskutodnila sa podobne ako hydrolyza adonitoxolu v mikromeradle. Papierova
-chromatografiu hydrolyzitu pozri v tab. 2.

Reakcia s koncentrovanou kyselinou sirovou bola zltd, oranzovd, hnedoéervend,
krvavocervenad.

Dakujeme prof. T. Reichsteinovi (Organisch-chemische Anstalt der Universitdit
Basel) za poskytnutie vzorky adonitoxinu.

Analyjzy urobila A. Pufflerovd v analytickom laboratériu ndsho vstavu. Infradervené
spektrda snimala R. Justhovad a ultrafialové spektrd M. Saliniovd vo fyzikdlnochemickom
laboratériu ndsho tstavu. ‘

ATOHHMTOKRCOJI, HOBBIII CEPJEYHBI INIIOKO311] U3 ADONIS VERNALIS L.

A. Yepen, JI. Macuep, [. Iuxa, II. Bayap

Xummuecruit wEcTATYT CrroBankoil aragemun Hayk, Otgen GHOXMMHUM caxapHioB,
Bparucmasa

M3 aTaHOIOBLIX 3KCTPAKTOB BHICYMCHHOr0 Adonis vernalis L. MPOTHBOTOYHLIM pasipe-
Jienennem 1o crnocody Kpeiira B cmereme Tonyon—6yradon—soga 2 1 3 m xpomarorpa-
Qureii Ha Al,O, BHITENMJIM aBTOPSHI KPHCTAJIIMYCCKHE CepCUHLIC IVIIOKO3UALI aXOHUTOKCHH
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m agonurtorcos. Hammu, uro agomurorcos (C,;Hy,040) siBiIsIeTCA L-paMHO3HII0AOHUTOKCO-
JIOTCHMHOM. YCTaHOBHJIM, YTO CTPYKTypa ajIOHMTOKCOJIAa, BBLIAEJIEHHOTO0 M3 HATYpaJbHOIO
MaTepHajia, aHAJIOTHYHA CTPYKType aJ0HMTOKCOa, TNMOJYYeHHOrO BOCCTAHOBJICHUEM ajio-
HUTOKCMHA HaTpUilboporugpuiom.

PreloZila T. Dillingerovd

ADONITOXOL, A NEW CARDIAC GLYCOSIDE OF PHEASANT'S EYE
(ADONIS VERNALIS 1.)

A. Cserép, L. Masler, D. Sikl, §. Bauer

Institute of Chemistry, Department of Biochemistry of Saccharides, Slovak Academy-
of Sciences, Bratislava

Two crystalline cardiac glycosides, adonitoxin and adonitoxol have been isolated.
from the ethanol extracts of the dry plants of Pheasant’s eye (Adonis vernalis L.) through
counter-current distribution in the system toluene—butanol—water 2 1 : 3 and chroma-
tography over alumina. Adonitoxol (C,H,,;0,) was determined to be L-rhamnoside-
adonitoxologenin. The structure of adonitoxol isolated from the natural material was.
proved by comparing analysis with adonitoxol prepared from adonitoxin by sodium
borohydride reduction.

Prelozila R. Mokrd-
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