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Oszillopolarographische Beobachtung der Spaltung des
Laktonringes und der Isomerisation der kardioaktiven
Glykoside (I)

Kardenolide

L. MOLNAR, K. MOLNAROVA

Pharmakologisches Institut, T'schechoslowakische Akademie der Wissenschaften,
Bratislava

Oszillopolarographisch wird die Spaltung des fiinfgliedrigen Lakton-
ringes und die nachfolgende Isomerisation der Kardenolide verfolgt. Die
gewonnenen Ergebnisse beweisen die irreversible Isomerisation der Karde-
nolide im alkoholischen alkalischen Medium. Im gegebenen Falle kann die
quantitative oszillographische Polarographie auch zu reaktionskinetischen
Messungen und zur Bestimmung der Konstanten der verlaufenden Spalt-
reaktionen ausgeniitzt werden. Im weiteren erwies sich diese Methodik
ginstig auch zur analytischen Kontrolle der Stabilitdt der Kardenolid-
I6sungen.

Die oszillopolarographische Methode erwies sich unter anderem als sehr
giinstige Methode auch zur Beobachtung der organisch-chemischen Reaktionen
und wir haben sie mit Erfolg zum Studium der Spaltung des Laktonringes
mancher Alkaloide beniitzt [1]. Beim polarographischen und oszillopolaro-
graphischen Studium der kardioaktiven Glykoside haben wir ebenfalls die von
uns entwickelte Methode [1] zur Beobachtung der Spaltung des Laktonringes
der Kardenolide beniitzt.

Bei 14-Hydroxy-42022-Kardenoliden kommt es im alkalischen Medium zur
Spaltung des Laktonringes, der in f-Orientation durch C,, auf das Steroidske-
lett gebunden ist. Die iibereinstimmende p-Orientation des ungeséttigten
A222-Taktonringes und der 14-Hydroxygruppe bewirkt nach Spaltung des
ungesittigten Laktonringes in alkoholischer Lauge die nachfolgende Isomeri-
sation und die Bildung des Isoderivats, wobei die verlaufende Reaktion
irreversibel ist. Den Mechanismus dieser Reaktion haben H. Kiliani [2],
W. A. Jacobs [3], A. Windaus [4], T. Reichstein [5, 6] und andere von
chemischem Standpunkt griindlich studiert und beim Digitoxin festgestellt,
daBl nach Spaltung des fiinfgliedrigen Laktonringes intermediir Salz der
34,14-dihydroxy-21-0x0-58,145-24-Norcholansdure gebildet .wird, aus welcher
nach Versiduerung freie Sdure abgeldst wird, welche nicht existenzfihig ist und
schnell auf den gesdttigten Lakton zyklisiert. In unserer Arbeit haben wir als
Modell Helvetikosid (f-fp-Digitoxoso-Strophanthidin), Convallatoxin (3,1'-
-Rhamnosido-Strophanthidin) und ihr gemeinsames Aglikon Strophanthidin
beniitzt. A. J. V. Sostenko und J. F. Uralova [7] verfolgten polarographisch
die Isomerisation des Strophanthidins in der Losung von quartdren Basen und
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bewiesen die Bildung des Isoderivats durch das Verschwinden des Diffusions-
stromes, der durch die Reduktion der Doppelbindung im fiinfgliedrigen
Laktonring hervorgerufen wurde. Das oszillopolarographische Verhalten der
Kardenolide haben wir an anderer Stelle beschrieben [8] und gerade ihr
besonderes Verhalten im alkalischen Medium hat uns veranla3t sich mit dieser
Frage eingehender zu befassen.

Experimenteller Teil und Ergebnisse

Die Experimente wurden an derselben Einrichtung durchgefihrt, wie in unseren
vorhergehenden Arbeiten [9]. Das Potential der gemessenen Einschnitte wurde in Volt
gegen den GKE angegeben und die Messung mit der tiblichen Methode durchgefithrt [10].

Die als Modelle benuitzten Glykoside, wie Helvetikosid, Convallatoxin und ihr Aglikon
Strophanthidin wurden im Chemischen Institut der Slowakischen Akademie der Wissen-
schaften von der Arbeitsgruppe Dr. Bauers aus der slowakischen Pflanzenbasis isoliert
und zubereitet.

Der als Grundelektrolyt benutzte Natriumhydroxid und auch die anderen Chemika-
lien waren von analytischer Reinheit, Ethanol-Merck von spektraler Reinheit.

Versuch A

In den 3 ml 1~N-NaOH Grundelektrolyt wurde 0,05 ml ethanolische Helvetikosid-
16sung mit der Endkonzentration des Glykosids 10~* m zugegeben. Gleich nach Zugabe
des Glykosids erscheint am Oszillogramm des Grundelektrolyts ein tiefer kathodischer
Einschnitt beim Potential —1,60 V (Abb. la). Die Tiefe dieses priméren Einschnittes
wird allméhlich kleiner unter gleichzeitiger Bildung eines positiveren sekundéiren Ein-
schnittes bei —1,40V, der sich mit der Zeit vertieft (Abb. 16—d). Nach 10 Minuten
bleibt nur eine Andeutung des priméren Einschnittes (Abb. le—h), der nach Verlauf
von 15 Minuten voéllig verschwindet und es bleibt nur der besténdige sekundére Ein-
schnitt (Abb. 1¢). Wir suchten eine Erkldarung fir den ganzen Verlauf des oszillopolaro-
graphisch verfolgten Vorganges und auf Grunde unserer fritheren Erfahrungen sind wir

Abb. 1. dE/dt = f(E) Kurven von 5 107% 3 Helvetikosid in 1 M-NaOH.
a) sofort nach der Zugabe; b) nach 2 Minuten; ¢) nach 3 Minuten; d) nach 5 Minuten;
e) nach 8 Minuten; f) nach 10 Minuten: g) nach 12 Minuten; 2) nach 14 Minuten; ¢) nach
15 Minuten.
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Spaltung des Laktonringe:

zum Ergebnis gekommen, daf es auch in diesem Falle um die Spaltung des fiinfgliedrigen
ungesittigten Laktonringes des Kardenolids im alkalischen Medium geht. Zum Beweis
unserer Voraussetzung haben wir die Relaktonisation versucht und die Eigenschaften
des durch die nachfolgende Reaktion entstandenen Isoderivats untersucht.

Versuch B

Wir haben den Elektrolyt mit dem Glykosid aus dem Versuch 4, wovon wir an-
nehmen, daB sich darin das Glykosid mit dem geéffneten Laktonring befindet, mit Salz-
siure neutralisiert und im so gebildeten NaCl Elektrolyt ein Oszillogramm bekommen,
wo der kathodische Einschnitt beim Potential —1,40 V lag (Abb. 2¢). Das Oszillogramm

Abb. 2. dE/dt = f(¥) Kurven von 5 107 M
Helvetikosid.
a) nach der Laktonringeréffnung in 1M
wdBrigem NaOH und nach der Ver-
sdauerung mit HCl, gepriift in neutralisier-
tem Elektrolyt als Grundlésung; b) 5. 104
M Helvetikosid in 1 M-NaCl; ¢) nach der
Laktonringeréffnung und nach der Neutra-
lisierung mit HCl auf pH 7,0 (ohne Saure-
iiberschul3), geprift in neutralisiertem
Elektrolyt als Grundlésung.

unterscheidet sich vom Oszillogramxm des Helvetikosids im 1 N-NaCl Elektrolyt, wo das
Helvetikosid einen Einschnitt bei —1,60 V gab (Abb. 2b). Im weiteren haben wir die
gepriifte Losung versduert auf pH 2,0 und bei 20 °C 30 Minuten stehen lassen. Dann
haben wir sie wieder der oszillopolarographischen Analyse im 1 x-NaOH Elektrolyt
unter dhnlichen Bedingungen unterzogen, wie im Versuch 4. Wir gewannen den ur-
spriinglichen priméren Einschnitt beim Potential —1,60 V (Abb. 2a), und der nach
seinem allméhlichen Verschwinden entstandene sekundédre Einschnitt besetzte das
Potential —1,40 V und hlieb bestindig.

Versuch C

Wir wiederholten den Versuch 4 mit dem Unterschied, dal nach Zugabe von Hel-
vetikosid in den Grundelektrolyt die Loésung auf Wasserbad 10 Minuten bei 100 °C
erhitzt wurde. In diesem Falle gelang es uns nicht den Versuch B durchzufiihren, das
hei8t, daBl wir nach Versiduerung auf pH 2,0 und nach wiederholtem Untersuchem im
1 x-NaOH Elektrolyt nur einen sekundéren Einschnitt beim —1,40 V gewonnen haben.

Versuch D

Wir wiederholten den Versuch 4 mit dem Unterschied, da3 wir anstatt 1 N wéaBriges
NaOH 1 N~ methanolisches NaOH beniitzten. Wir beobachteten dhnlichen Verlauf wie
im Versuch 4 (Abb. 3a) und haben dieselben Potentialwerte abgemessen, sowohl fiir
den primiren, wie auch fiir den sekundidren Einschnitt. Nach Durchfithrung des Ver-
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Abb. 3. dE/dt = f(E) Kurven von 5 10-°
M Helvetikosid.
a) nach der Laktonringeréffnung in metha-
nolischem NaOH; b) nach der Versduerung
auf pH 2,0 (30 Minuten stehen lassen) und
gepriift im iiberschiissigem 1 m-NaOH.

Abb. 4. dE/dt = f(E) Kurvenvon 7 10~* M Strophanthidinin 1 m-NaOH.
a) sofort nach der Zugabe . f) nach 15 Minuten.

Abb. 5. dE/dt = f(E) Kurven von 7 10~* M Convallatoxin in 1 M-NaOH.
a) sofort nach der Zugabe . . . . f) nach 12 Minuten.
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suches B und nach Neutralisieren des Grundelektrolytes mit HCl und wiederholtem
Untersuchen im 1 N-NaOH konnten wir die Gegenwart des sekundidren Einschnittes
feststellen. Doch nach Versduerung und Stehenlassen der Loésung wie im Falle B haben
wir nicht mehr den priméren Einschnitt des urspriinglichen Glykosids gewonnen, sondern
nur einen sekundéren Einschnitt beim Potential —1,4 V (Abb. 3b).

Die oben angefiihrten Versuche haben wir auch mit Convallatoxin (Abb. 5) und mit
dem Aglikon Strophanthidin (Abb. 4) durchgefihrt. Der Verlauf der Reaktion war-
dhnlich, die Form der gewonnenen Oszillogramme jedoch verschieden, die Einschnitte
im 1 N-NaOH hatten beim Convallatoxin die Werte —1,62 VV und —1,42 V, beim
Strophanthidin —1,64 V und sek. —1,45 V.

Diskussion

Den Verlauf der oszillopolarographisch beobachteten Reaktion erkldren
wir durch die Spaltung des Laktonringes des Glykosids mit nachfolgender
Isomerisation, gemifl der Versuche 4 und B kommt es im wéfrigen, alkali-
schen Medium im kalten Zustand zur Spaltung des fiinfgliedrigen Laktonringes
und zur Bildung von Salzen der Hydroxysédure nach dem Reaktionsschema:

N

AHC0OH
N
| CH,0H

H+

Diese Reaktion ist reversibel und nach Versduerung kommt es zur Relakto-
nisation. Sie verlduft nur im wéfrig-alkalischen Medium im kalten Zustand.
Durch das Erhitzen oder in alkoholischer Losung kommt es zur Isomerisation,
wie aus Versuchen C und D ersichtlich ist.

Der Versuch D beweist die schon lange festgestellte Tatsache der nachfol-
genden Isomerisation des Laktonringes in alkoholischer Lauge nach der
vorausgesetzten chemischen Reaktion:

CHs—co0] CHs-C=0
| 2T HE 3 ]
Gy | CH—0 CHy| JCH—0
0

OH
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Die Isomerisation ist gerade durch die iibereinstimmende 17-3-Orientation
des ungesattigten fiinfgliedrigen Laktonringes und die 14-8-Orientation der
Hydroxygruppe erleichtert. Die verlaufende Reaktion ist irreversibel und
darum konnen wir im Sinne des Versuches D auch nach Versduerung nur dem
Isoderivat entsprechenden sekundéren Einschnitt beobachten.

Zum Beweis der Bildung und der Gegenwart des Isoderivats beniitzten wir
einerseits den Legal-Test der sich negativ erwies, anderseits untersuchten wir
die UV-Spektren des urspriinglichen Glykosids und des Isoderivats.

Wie an der Abbildung 6 zu sehen ist, bie-
tet Strophanthidin in methanolischer Losung
im UV-Bereich des Absorptionsspektrums f
ein typisches Maximum bei 217 nm, welches |
filr das Butenolid-System charakteristisch
ist (obene Kurve). Isostrophanthidin absor- 40 1
biert bei dieser Wellenldnge nicht, es kommt
zur hypsochromen Verschiebung des Maxi-
mums, das beim Isoderivat bei 210 nm liegt 351
(untere Kurve).

Beim Untersuchen des Charakters des pri-
méren und sekundiren Einschnittes haben
wir festgestellt, daBl es sich um Kapazitéats-
einschnitte handelt. Diese Feststellung steht
im Einklang mit der Behauptung anderer [\
Autoren, die bei der Polarographie einiger 25
Kardenolide im alkalischen Elektrolyt bei 2 M He a0 Zaam
E,, —1,70 V [11] und —1,55 V [12] Adsorp- Abb. 6. UV-Spektren.
tionswellen gewonnen haben. Die in der Po- 83;’:2 fi‘“c)‘oeo‘-’ nigt—}::rflt-r(ii}z;
larographie bfaobaclr.lteten Reduktlon.swellen Kurve: 5.1 0_4/;’1 Isostroph;nthi din
der Kardenolide, die durch Reduktion der ;; 290/ Methanol. Schichtdicke
Doppelbindung des finfgliedrigen ungesét- 5 mm.
tigten Laktonringes hervorgerufen sind, lie-
gen beim negativen Potential tiber —2,0 V und treten in der oszillographi-
schen Polarographie nicht zum Vorschein. Im Falle des sekundédren Ein-
schnittes handelt es sich um Isoderivat, welches keine reduzierbare Gruppe
besitzt und der durch ihn gebotene Einschnitt kann nur Kapazitédtscha-
rakter haben.

Mit Hilfe der quantitativen oszillographischen Polarographie konnen wir den
Reaktionsverlauf auch kvantitativ Verfolgen. Durch Messen der Verflachung
des priméiren Einschnittes, oder Vertiefung des sekundéren Einschnittes in der
Zeitfunktion kénnen wir reaktionskinetische Messungen durchfiihren. Die ge-
messenen Geschwindigkeitskonstanten sind im Einklang mit den Werten, die
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in der Literatur angegeben sind und die mit Hilfe anderer Methoden gemessen
wurden.

Zum SchluB3 konnen wir feststellen, dafl die beschriebene oszillopolaro-
graphische Methode zur Beobachtung der Spaltung des Laktonringes der
Kardenolide, zum Beweis der nachfolgenden Isomerisation im alkalischen
Medium und zur Berechnung der kinetischen Konstanten der verlaufenden
Reaktion beniitzt werden kann. Dies ist durch die polarographische Methode
nicht moglich, da die untersuchten Stoffe nur bei extrem negativen Potentialen
polarographische Wellen aufweisen. Die beschriebene Methode kann auch in
analytischer Richtung ausgeniitzt werden zur Beobachtung der Stabilitdt der
Kardenolide in ungepufferten und gepufferten Losungen, wie wir es schon
an anderer Stelle angefiihrt haben [13].

Die Autoren danken Herrn Dr.Ing.S. Rauer, C. Sc., fir die freundliche Weise zur
Verfiigung gestellten Glykosidproben und Herrn Ing.J.Suchy, C.Sc., fiir die Bereit-
willigkeit bei der Messung der UV -Spektren.

OSCILOPOLAROGRAFICKE SLEDOVANIE STIEPENIA LAKTONOVEHO
KRUHU A NASLEDUJUCEJ IZOMERIZACIE KARDIOAKTIVNYCH
GLYKOZIDOV (I)

KARDENOLIDY

L. Molnéar, K. Molndrovsa

Farmakologicky ustav, Ceskoslovenské akadémia vied,
Bratislava

Opisuje sa oscilopolarografické sledovanie Stiepenia a nasledujtica izomerizécia pét-
¢lenného lakténového kruhu kardenolidov. Vysledky poukazuji na nevratnu izomerizdciu
kardenolidov v alkoholickom alkalickom prostredi. Kvantitativnu oscilograficku polaro-
grafiu v danom pripade moZno pouzit na reakénokinetické merania a zistovania rychlost-
nych konstant Stiepnych reakeii. Opisand metodika je vhodnd na analyticku kontrolu
stability roztokov kardenolidov.

OCHIJIJIONOJAPOIPAGIUYECKOL H3YUEHIIE
PACIHIEIIIEHHSA JAKTOHHOI'O .KOJIBIA
11 H3OMEPHB3AIINH KAPIIIOTOHIYECKIX [IIOKO3OB (1)
KAPJEHOJIIHI

JI. MoabHap, K. MouanHapoBa
Dapyaro/10rHYecKu it HHCTUTYT, YexocaoBankast aka(eMHsl HAYR,

Gpatucnasa

OnucniBaeTe s oc UM’ :lonosmporpadmlle(‘}{aﬂ METO/ K& HCCJHOBAHNA PACKPLITUS JTARTOH-
HOTO KRO.IbLA H mo;lymmeii H30MepH3ATHH RaPJEeHOJIHI0B. HOJI)"IGHHBIG pe3y/abTAaTLl MOMHO
HCIO/1B30BATH M1 J[ORA3ATE/1hCTBA Heoﬁpa'mMoﬁ H30MepH3ATIMH RaAP;ICHOHIOB B &/TROI0M L~
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Ho-IIeslouHOll cpeje. HoomdecTBeHHasg ocouiutorpaduyeckas I1osisiporpadusa B JaHHOM
vilygae Mo:KeT OBITh HCIOJIb30BaHA I PeaKOUOHHO-KMHETHUCCKMX H3MepeBHil M Jiis
onpefelieHHsA KOHCTAHT IIPOTEKAIOMUX peakmuil. Meroguka oKasajach IPUTORHOM (1
AHAJIHTH YeCKOTO KOHTPOJISl yCTOHUMBOCTH PACTBOPOB KapAeHOHOB.
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Prelozil I. Smoler
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