                                СЕРДЕЧНЫЕ ГЛИКОЗИДЫ.

      Сердечные гликозиды – это гликозиды агликоны которых являются стероидами – производными циклопетанпергидрофенантрена, имеющими в положении С17 ненасыщенное лактонное кольцо и обладающие специфической кардиотонической активностью. Действие сердечных гликозидов проявляется в изменении всех основных функций сердца. Под влиянием терапевтических доз сердечных гликозидов наблюдается:
1. Усиление систолических сокращений сердца.
2. Удлинение диастолы (ритм сердца замедляется, улучшается приток крови к желудочкам).

3. Замедление ритма сердца.

4. Понижение возбудимости проводящей системы сердца (удлиняется промежуток между сокращениями предсердий и желудочков).
Особенности химического строения.

1. Строение агликона. 
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Структурными особенностями агликонов сердечных гликозидов являются:

- наличие ненасыщенного лактонного кольца в 17 положении стероидного цикла;

- наличие спиртовых групп у атомов С3  и С14;  
- цис-сочленение колец А и В, С и D.

Агликоны могут иметь дополнительные гидроксильные группы, чаще всего в положениях С5, С12 и С16.

Структура сердечных гликозидов (как и других стероидов) характери-зуется наличием конденсированной циклогексановой системы. Циклогекса-новые циклы в своей кресловидной конформации при сочленении могут образовывать пару конфигурационных изомеров цис и транс – ряда.
Фармакологическая активность сердечных гликозидов зависит от определенных структурных особенностей. В настоящее время принята двухцентровая модель взаимодействия сердечных гликозидов с АТФ-азой, согласно которой с активным центром фермента взаимодействует α,β-ненасыщенная система лактонного кольца.
По одной версии нуклеофильный центр координируется с атомом С20 карденолида, несущим частичный положительный заряд. Карбонильный атом кислорода лактонного кольца образует водородную связь с гидроксильной группой фермента. По другим представлениям АТФ-аза ковалентно связывается с гликозидом за счет нуклеофильного присоединения к α,β-ненасыщенной карбонильной системе лактонного кольца.
Таким образом, чрезвычайно важным для проявления кардиотонического эффекта СГ является наличие лактонного кольца. Лактонное кольцо неустойчиво к действию щелочей. В щелочной среде сердечные гликозиды могут изомеризоваться в биологически неактивные циклические эфиры за счет присоединения гидроксильной группы в 14 положении к лактонному кольцу.
Эпимеризация у атома С3 (превращение 3β-ОН группы в 3α-) приводит к снижению активности в 5-10 раз. Имеются данные, что удаление гидроксильной группы в 14 положении в некоторых случаях приводит к снижению активности в 10-30 раз.
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2. Строение сахарного остатка.

      Сахарный фрагмент присоединяется к агликону по гидроксильной группе в 3-м положении. Особенностью сахарного остатка СГ гликозидов является то, что кроме широко распространенных сахаров, он содержит специфические, не встречающиеся в других гликозидах, т.н. дезоксисахара. Это сахара, у которых в положении в 2 и 6 положениях отсутствует оксигруппа.
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дигоксин (сахарный фрагмент состоит из трех остатков дигитоксозы)
Удаление одного или двух моносахаридов из сахарного остатка не приводит к существенному изменению кардиотонической активности, однако полное удаление сахарного остатка приводит к снижению кардиотонической активности более чем в 10 раз.
Классификация.

      В основе классификации СГ лежит строение агликона. В зависимости от строения лактонного кольца все СГ делятся на карденолиды, имеющие 5-членное (бутенолидное) кольцо и буфадиенолиды, с 6-членным (кумалиновым) лактонным кольцом.
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          дигитоксигенин                                         геллебригенол
Из различных растений 20 семейств выделено около 500 сердечных гликозидов. Из них подавляющее большинство относится к группе карденолидов. Буфадиенолиды (их обнаружено несколько десятков) встречаются в основном в двух семействах – лютиковых и лилейных, а также в некоторых видах животных (ядах жаб).
Сердечные гликозиды группы карденолидов подразделяются на две подгруппы в зависимости от заместителя в положении С10:
1. Подгруппа наперстянки – сердечные гликозиды этой группы имеют в 10-положении метильную группу
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2. Подгруппа строфанта – сердечные гликозиды этой группы имеют в 10-положении альдегидную или оксиметильную (карбинольную) группу:
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          строфантидин                                             строфантидол

Гликозиды группы наперстянки медленно всасываются и медленно выводятся из организма. Действие их проявляется через 2-4 часа и прекращается через 14-21 день. Продолжительность действия зависит от прочности связывания с белками плазмы крови и определяет способность СГ к накоплению (кумуляции) в организме. Из СГ группы наперстянки наиболее прочно связывается с белками и обладает наиболее продолжительным  действием и кумулятивным эффектом дигитоксин.

     СГ группы строфанта быстро всасываются и быстро выводятся из организма. Применяют их парентерально, действие проявляется через 5-10 мин и прекращается через 2-3 дня. Кумулятивный эффект практически не проявляется.

                                Физико-химические свойства.           

      СГ  в большинстве своем - это бесцветные или белые кристаллические вещества, без запаха и с горьким вкусом. СГ плохо растворимы в воде,  большая часть из них растворяется в спиртах - этиловом и метиловом, хлороформно-спиртовых смесях, некоторые хорошо растворимы в хлороформе. Обычно увеличение длины сахарной цепочки ведет к увеличению растворимости в полярных растворителях. СГ оптически активны и поглощают в УФ-области спектра. Многие СГ обладают специфической флуоресценцией в УФ-свете. СГ легко подвергаются гидролизу – кислотному или ферментативному.

                              Методы выделения СГ из ЛРС.

     Выделение СГ из растительного сырья можно подразделить на следующие этапы:

1. Экстракция

2. Очистка полученного извлечения

3. Разделение суммы СГ

4. Перекристаллизация и выделение индивидуальных СГ

Экстракцию чаще всего проводят растворами этилового или метилового спирта (концентрация от 20% до 90%), иногда смесью хлороформ-этанол (в соотношении от 20:1 до 2:1).

      Полученное спиртовое извлечение, содержащее сумму СГ, очищают от примесей. От липофильных примесей (хлорофилл, смолы, каротиноиды и др.) избавляются, отгоняя спирт под вакуумом и оставшийся водный остаток обрабатывают органическим растворителем, в котором растворяются липофильные примеси, но не растворяются СГ, например, четыреххлорис-тым углеродом или бензолом. Другим вариантом очистки от липофильных примесей является колоночная хроматография на окиси алюминия, на которой СГ практически не сорбируются. Для очистки от гидрофильных примесей (сапонины, фенольные соединения, алкалоиды) к водно-спиртовому экстракту добавляют раствор ацетата свинца, с которым вышеназванные вещества образуют нерастворимые осадки, отфильтро-вывают и удаляют свинец прибавлением сульфата натрия. От других гидрофильных примесей, которые не осаждаются ацетатом свинца, например от сахаров, освобождаются, обрабатывая водные или водно-спиртовые извлечения, смесью хлороформ-этанол (3:1), которая будет избирательно извлекать СГ.

      Очищенную сумму СГ разделяют методами колоночной хроматографии на окиси алюминия в препаративных целях, или ТСХ в аналитических целях.

      Элюаты полученные в препаративных вариантах хроматографии упаривают под вакуумом и затем перекристаллизовывают из этанола или ацетона.

В качестве иллюстрации описанной схемы выделения сердечных гликозидов ниже приводятся две методики определения суммы сердечных гликозидов в настойке ландыша и листьях наперстянки пурпурной.

Convallariae herbae tinctura (ФС.3.4.0003.18)

5,0 мл препарата помещают в выпарительную чашку, упаривают наводяной бане приблизительно до 2 мл. Объем раствора доводят водой до первоначального объема, прибавляют 1 мл свинца ацетата раствора 10% и тщательно перемешивают.

Раствор фильтруют в делительную воронку через бумажный фильтр. Фильтр промывают 5 мл воды, прибавляют 30 мл смеси хлороформ-спирт (8:2) и взбалтывают в течение 5 мин. После разделения слоев органическую фазу фильтруют через бумажный фильтр с 3 г натрия сульфата безводного, смоченного 5 мл хлороформно-спиртовой смеси, в колбу для отгона. Операцию извлечения повторяют еще дважды, используя по 30 мл этой смеси. Спирто-хлороформное извлечение фильтруют через тот же фильтр в ту же колбу для отгона, фильтр промывают 10 мл хлороформно-спиртовой смеси (8:2). Полученное спирто- хлороформное извлечение отгоняют под вакуумом при 45-50 оС на роторном испарителе досуха.

 Сухой остаток растворяют в 10 мл спирта 25%, затем колбу выпарительную дважды промывают 5 мл этого же спирта и раствор переносят в мерную колбу вместимостью 25 мл. Объем раствора в колбе доводят тем же спиртом до метки и перемешивают.

25 мл полученного раствора пропускают через колонку диаметром 1 см, заполненную 1,5 г полиамида для колоночной хроматографии или 5 г силикагеля для хроматографии (L 100/250) (испытуемый раствор А).

В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 15 мл испытуемого раствора А, прибавляют 7,5 мл натрия пикрата раствора нейтрального 1%, доводят до метки тем же растворителем и тщательно перемешивают (испытуемый раствор Б).

Через 10 мин измеряют оптическую плотность испытуемого раствора Б при длине волны 495 нм, в кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения используют смесь, состоящую из 15 мл спирта 25%, 7,5 мл натрия пикрата раствора нейтрального 1%, и 2,5 мл натрия гидроксида раствора 2%.

Содержание суммы сердечных гликозидов в пересчете на конваллятоксин в 1 мл препарата (Х) вычисляют по формуле:
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где А – оптическая плотность испытуемого раствора Б;

       а – объем настойки, мл;

      А1% – удельный показатель поглощения комплекса конваллятоксина с натрия

              1 см    пикратом при длине волны 495 нм, равный 170;

     1000 – коэффициент пересчета г в мл.

Количественное определение суммы сердечных гликозидов в листьях наперстянки пурпурной по европейской фармакопее
0,25 г листьев наперстянки пурпурной (точная навеска), измельченных до размера частиц 2 мм, помещают в колбу емкостью 150 мл, приливают 50 мл воды и встряхивают на вибрационном аппарате в течение 1 часа. Затем добавляют 5 мл 15% раствора ацетата свинца и продолжают встряхивать еще 5 минут, после чего добавляют 7,5 мл 4% раствора натрия гидрофосфата. Затем извлечение фильтруют через складчатый бумажный фильтр.

50 мл фильтрата нагревают с 5 мл хлористоводородной кислоты (150 г/л НСl) с обратным холодильником на водяной бане в течение 1 часа. Раствор переносят в делительную воронку, колбу ополаскивают водой дважды по 5 мл, присоединяют к основному раствору и обрабатывают хлороформом 3 раза по 25 мл.

Хлороформные извлечения объединяют, и фильтруют через безводный сульфат натрия в мерную колбу вместимостью 100 мл. Объем раствора доводят хлороформом до метки.

40 мл полученного хлороформного раствора выпаривают досуха, растворяют сухой остаток в 7 мл 50% этилового спирта, добавляют 2 мл 2% спиртового раствора динитробензойной кислоты и 1 мл раствора натрия гидроксида (1 моль/л).

  Измеряют оптическую плотность исследуемого и стандартного  растворов при длине волны 540 нм несколько раз в течение 13 минут до тех пор, пока оптическая плотность раствора не достигнет максимума. В качестве раствора сравнения используют смесь 7 мл 50% спирта, 2 мл динитробензойной кислоты и 1 мл раствора натрия гидроксида (1 моль/л).

Содержание суммы сердечных гликозидов в процентах (Х) в пересчете на дигитоксин рассчитывают по формуле:
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где D – оптическая плотность исследуемого раствора; D0 – оптическая плотность стандартного раствора дигитоксина; m – масса навески сырья, в граммах; m0 – масса навески дигитоксина, в граммах; W –  потеря в массе сырья при высушивании в %.

                       Качественный анализ СГ в ЛРС.

      Все реакции на СГ можно разделить на 3 группы:

1. Реакции на стероидный цикл

2. Реакции на 5-членное лактонное кольцо

3. Реакции на 2-дезоксисахара

1. Реакции на стероидный цикл:

на стероидную часть структуры СГ проводят реакции с кислотными реагентами – образуются сопряженные ненасыщенные системы с меняющимися окрасками

а) реакция Либермана-Бурхарда – с уксусным ангидридом и конц. Н2SO4 (50:1) (розовое-зеленое-синее)

б) реакция Розенгейма – с 90% раствором ТХУК (розовое –лиловое-синее)

2. Реакции на 5-лактонное кольцо:

реакции с ароматическими нитропроизводными в щелочной среде

а) реакция Балье – с пикриновой кислотой (оранжевое)

б) реакция Раймонда – м-динитробензолом (красно-фиолетовое)

в) реакция Кедде – с 3,5-динитробензолом (фиолетово-синее)

г) реакция Легаля – с нитропруссидом натрия (красное)

     Химизм этих реакций можно представить следующим образом:
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3. Реакции на 2-дезоксисахара

Наиболее специфичной является реакция Келлера-Килиани – с ледяной уксусной кислотой, содержащей следы сульфата железа и концентрированной серной кислотой (васильково-синее окрашивание). Реакция положительна, если 2-дезоксисахар занимает крайнее положение в молекуле гликозида или находится в свободном состоянии.

     Для подтверждения подлинности препарата  проводят реакции на разные части структуры молекулы СГ.

     В настоящее время для качественной идентификации сердечных гликозидов в ЛРС используют преимущественно ТСХ, проявляя сердечные гликозиды на хроматограммах неспецифическими для них растворами ароматических альдегидов (ванилина, анисового альдегида и др.).
                        Количественное определение СГ в ЛРС.   

          В настоящее время основным методом количественной стандартизации ЛРС, содержащего СГ, в российской фармакопее является биологический метод (ОФС.1.2.4.0009.15 Биологические методы оценки активности лекарственного растительного сырья и лекарственных препаратов, содержащих сердечные гликозиды).
Биологическая оценка основана на способности сердечных гликозидов в токсических дозах вызывать систолическую остановку сердца животных. 

Активность лекарственных средств, содержащих сердечные гликозиды, оценивают по сравнению с активностью стандартных образцов и выражают в единицах действия (ЕД).
Испытания проводят на лягушках разных видов. Устанавливают наименьшие дозы стандартного образца и испытуемого лекарственного растительного сырья (препарата). Затем рассчитывают содержание единиц действия в 1 испытуемого ЛРС (препарата).
Стандартным образцом (СО) при испытании ЛРС и препаратов ландыша, служат специально изготовленные спиртовые экстракты ландыша, содержащие очищенную от сопутствующих веществ сумму сердечных гликозидов ландыша.
СО при испытании ЛРС и препаратов наперстянки пурпурной и крупноцветковой служат специально изготовленные спиртовые экстракты наперстянки указанных видов, содержащие очищенную от сопутствующих веществ сумму сердечных гликозидов.

СО при испытании  другого ЛРС и препаратов служат индивидуальные кристаллические гликозиды: при испытании лекарственных препаратов наперстянки шерстистой – целанид-стандарт; при испытании ЛРС и препаратов горицвета – цимарин-стандарт; при испытании ЛРС и препаратов строфанта – строфантин G-стандарт; при испытании ЛРС и препаратов желтушника серого – эризимин-стандарт.

Испытания проводят одним из трех методов:

1. Метод испытания при введении  под кожу;

2. Метод испытания при введении в полость желудочка сердца;

3. Метод испытания при введении в вену.

При испытании первым методом остановку сердца лягушек наблюдают в течение 1 или 2 часов (в зависимости от вида анализируемого ЛРС и препарата). При испытании 2 и 3 методом наблюдение ведут в течение 15 или 20 минут  (в зависимости от вида анализируемого ЛРС и препарата).
Из физико-химических методов количественного анализа для определения сердечных гликозидов чаще других используются спектрофотометрические методы, основанные на цветных реакциях на лактонное кольцо с ароматическими нитропроизводными.
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