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ABSTRACT

Plant secondary metabolites — ubiquitous low molecular weight chemicals
which are not essentials for the host existence and reproduction but serve many
auxiliary functions, are frequently occurring as glycosides, for which particularly
abundant examples exist in antibiotic, saponins and flavonoid categories. Cardiac
glycosides (CG), originally isolated from Digitalis plants, also known as cardiotonic
steroids, have particularly extensive record of ethnopharmacological and medicinal
use. Although their application in treatment of dropsy is documented since 1875,
long time has elapsed before their chemical structure were determined and mecha-
nisms of their toxicity and cardiotonic action were recognized as inhibition of Na+
/ K+ ATP-ase pump. Contemporary molecular pharmacology has revealed that car-
diac glycosides are endogenous compounds in variety of animals, where they func-
tion as toxins or hormones. Besides, numerous recent studies confirmed anticancer
activity of CGs at very low concentrations. These findings have been possible due to
advances in ultrasensitive analytical techniques and also due to progress in organic
synthesis, particularly total enantioselective syntheses of carbohydrates, which secu-
red availability of individual CG and their analogs for medicinal chemistry studies.

Keywords: cardiac glycosides; digitoxin; digitoxose synthesis
Stowa kluczowe: glikozydy nasercowe; digitoksyna; synteza digitoksozy
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API

ASP

ATP

CG

SAR

SERCA

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

substancja aktywna leku (ang. active pharmaceutical
ingredient)

ATP-aza sodowo - potasowa; pompa sodowa (adeno-
zynotrifosfataza zalezna od jondéw sodowych i pota-
sowych)

adenozynotrifosforan

glikozydy nasercowe (ang. cardiac glycosides; cardio-
tonic glycosides)

zalezno$¢ aktywnosci biologicznej od struktury
(ang. structure-activity relationship)

pompa wapniowa; ATP-aza retikulum sarkoplazma-
tycznego
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WPROWADZENIE

Okreslenie ,,leki” w odniesieniu do substancji pochodzenia naturalnego jest
pojeciem niejednoznacznym, w ktérym tresci pochodzace z tradycji etnomedycz-
nych lacza sie z wiadomosciami zaczerpnietymi ze wspolczesnych nauk o Zyciu.
Do$é¢ powszechna jest tendencja do ignorowania faktu, ze ze wzgledéw formalnych
wszelkie definicje i relacje poje¢ w tym zakresie muszg uwzglednia¢ aktualny stan
prawa farmaceutycznego. Wspolczesne tendencje rozwoju wiedzy i techniki nie
sprzyjaja utrzymaniu tradycyjnego, dychotomicznego podziatu na ,,leki naturalne”
i ,leki syntetyczne” Zdecydowana wiekszo$¢ znanych lekéw ma zwigzki strukturalne
z substancjami pochodzenia naturalnego, a ponadto znaczna ich cz¢$¢ wywodzi swe
struktury z inspiracji modelowymi procesami biochemicznymi. Problemy meto-
dyczne i techniczne nieuchronnej transformacji tradycyjnych lekéw pochodzenia
naturalnego w substancje API o rygorystycznie okreslonych strukturach i wlasci-
wosciach wygodnie jest $ledzi¢ na przykladzie glikozydéw metabolitow wtornych,
takich jak glikozydy nasercowe, gdzie odwieczny problem zalezno$ci aktywnosci
biologicznej od struktury (SAR) w odniesieniu do natywnej czasteczki i jej roztacz-
nych fragmentéw: glikonu i aglikonu ciggle stanowi goracy temat w projektowaniu
nowych lekéw.

1. KROTKI RYS HISTORYCZNY

Udokumentowane dzieje glikozydow nasercowych, jako leku s znacznie dluz-
sze niz historia nowoczesnej chemii farmaceutycznej i medycznej oparta na sto-
sowaniu substancji spelniajacych okreslone kryteria czystosci chemicznej. Do$¢
powszechnie za wydarzenia poczatkujace okres rozwoju chemii zwigzkéw natural-
nych w zastosowaniach medycznych uznaje si¢ datowane na 1811-7 wydzielenie
morfiny z opium i odkrycie kolejnych alkaloidéw [1]. Lekarz z Birmingham, Wil-
liam Withering, stosujacy z powodzeniem wyciagi z lisci naparstnicy purpurowej
(Foxglove, Digitalis purpurea L) w stanach zagrazajacych zyciu opuchlin i obrzekow
(ang. dropsy; obecnie klasyfikowane jako konsekwencje niewydolnosci migénia ser-
cowego) juz od 1775 roku, oglosit 10 lat pdzniej fundamentalng monografie [2],
ktéra miala radykalny wplyw na dwczesng praktyke medyczng oraz pozostala do
dzis klasycznym tekstem w dziedzinie medycyny i farmacji. Chociaz liscie i nasiona
naparstnicy (Digitalis purpurea L; angielska nazwa - foxglove) szybko staly sie jed-
nym z podstawowych surowcoéw farmaceutycznych, izolacja substancji aktywnych
okazala si¢ zadaniem znacznie przekraczajacym dwczesne mozliwosci technik sepa-
racyjnych i analitycznych. W 1835 roku francuskie Societe de Pharmacie wyznaczylo
nagrode (500 frankéw) za wyodrebnienie aktywnych skladnikéw z surowca roslin-
nego, a w pie¢ lat pozniej wyznaczong sume podwojono. Substancje o akceptowalne;j
czystosci chemicznej i krystalicznym charakterze pojawity sie w laboratoriach pod
koniec XIX stulecia: digitoksyna (Nativelle, 1869; Schmiedeberg 1875); ouabaina
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(Arnaud, 1888); strofantyna (Fraser, 1890), a poprawne struktury i ich wzajemne
korelacje poznano dopiero w latach 30. XX wieku: konwalotoksyna (Karrer, 1929);
digoksyna (Smith, 1930); scilareny (Stoll, Ruzicka, Reichstein, 1930-1940) [1-5].
Gromadzong stopniowo wiedze o budowie CG udato sie podsumowaé drogg kore-
lacji chemicznych, w grupach zwiazkéw naturalnych nalezacych do kategorii ste-
roidow i sacharydoéw, jeszcze przed upowszechnieniem wspoélczesnych narzedzi
badawczych, takich jak rentgenografia, inne spektralne metody badan struktural-
nych i chromatograficzne metody separacji, gtéwnie dzieki temu, Ze w badaniach
nad CG postugiwano si¢ intensywnie metodami immunochemicznymi. Powszechne
stosowanie przeciwcial digoksyny, digitoksyny i ouabainy pozwolilo osiggnac
znaczne postepy w badaniach farmakologicznych CG mimo bardzo skromnych
srodkow stuzacych do identyfikacji struktury [6, 7].

Lakton

VO
GlikonO

H

Glikon = mono lub oligosacharyd

0]
Lakton = )jO w przypadku kardenolidéw, oraz

O
E‘Ko w przypadku bufadienolidéw
Z

Rysunek 1. Ogdlny wzor strukturalny glikozydéw nasercowych (CG)
Figure 1. General formula of the cardiac glycosides

W grupie naturalnych glikozydow roslinnych formalnie kwalifikujacych si¢ do
kategorii saponin steroidowych, wyodrebniono ze wzgledu na tradycyjne zastoso-
wanie medyczne, dwie grupy roéznigce si¢ charakterem podstawnika laktonowego
aglikonu (niezbednego dla aktywnosci kardiotonicznej) w pozycji 17 beta piers-
cienia D tetracyklicznego uktadu steroidowego: kardenolidy z pier§cieniem pig-
ciocztonowym i bufadienolidy z szeScioczlonowym. Podstawnik sacharydowy
(glikon) umieszczony w pozycji 3 pierscienia A moze zawiera¢ od 1 do 4 reszt
monosacharydowych, sposrod takich cukréw jak: p-glukoza, L-ramnoza, L-fukoza,
D-digitaloza, D-digitoksoza, L-oleandroza, L-tewetoza, etc. Dalsze charaktery-
styczne cechy strukturalne CG, obok obecno$ci nienasyconego pierscienia lakto-



GLIKOZYDY NASERCOWE 1053

nowego, to rowniez determinujace aktywnos¢ biologiczng — typ ztacza pierscieni:
A/B —cis ; B/C —trans i C/D — cis, (5f3,143-androstan) oraz beta- (3-) stereochemia
wiazan glikozydowych [4, 5]. Zwiazki tego typu znajdujemy oprdcz naparstnicy
w wielu innych ro$linach, szczegdlnie w rodzinach Apocyanaceae; Asclepiadaceae;
Scrophulariaceae (kardenolidy), oraz Crassulaceae; Iridaceae; Liliaceae i Ranun-
culaceae (bufadienolidy). Rozpoznanie ich dziatania inotropowego, ktore jest pod-
stawg terapii r6znych rodzajow niewydolnosci migs$nia sercowego, zawdzigczamy
pracom C.-A. Nativelle i O. Schmiedebergera, ktorzy pracujac niezaleznie we Fran-
cji 1 Niemczech, najwczesniej dysponowali stosunkowo czystymi, krystalicznymi
probkami digitoksyny, wyizolowanej we wlasnych laboratoriach z liSci naparstnicy
[6-9]. Preparaty naparstnicy wplywaja korzystnie na mechaniczne i elektryczne
aspekty dzialania migénia sercowego, zwigkszajac jego wydolnos¢. Wskazanie do
ich stosowania stanowia: ostra i przewlekla niewydolno$¢ serca oraz migotanie
przedsionkow. Najczgsciej stosowanym lekiem z tej grupy jest digoksyna, stoso-
wana doustnie w postaci tabletek, w dawce dobowej od 0,250 do 0,375 mg. Niepo-
zadang cechg charakterystyczng CG jest jednak ich wysoka toksyczno$¢ — za gra-
nice bezpieczenstwa uznaje si¢ stgzenie w surowicy na poziomie 2 ng/mL [8, 9].

Foto 1. Naparstnica purpurowa (Digitalis purpurea); Foto 2 — Naparstnica welnista (Digitalis lanata)
Photo 1-2.  Flowering foxglove plants — Digitalis purpurea (left) and Digitalis lanata (right)

Klasyczna farmakologia CG, oparta poczatkowo na obserwacji efektéw ich
dzialania na narzady i preparaty tkankowe, stopniowo wspomagana metodami
pozwalajacymi oceni¢ wigzalnos$¢ i powinowactwo do hipotetycznych celéw recep-
torowych, takie jak uzycie znakowanych radioaktywnymi atomami glikozydow,
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zostala szczegdtowo opisana i podsumowana w obszernej dwutomowej monografii
[6, 7]. Pdzniejsze badania, z przetomu XX i XXI wieku, mozna juz okredli¢, jako
pochodzace z okresu nowoczesnej farmakologii molekularnej, postugujacej sie
w swoich badaniach strukturalnych precyzyjnymi metodami obrazowania o wyso-
kiej rozdzielczosci, przede wszystkim wyznaczaniem parametréw makroczgsteczki
wraz z jej ligandami, z rentgenowskich badan monokrysztatéw odpowiednio przy-
gotowanych preparatéw bialkowych. Potwierdzenie struktur poszczegélnych ligan-
dow z grupy CG odbywalo sie niejako po drodze do okreslania topologii miejsc
wigzacych biatek receptorowych [10-13].

R =H Digitoksygenina

R = OH Digoksygenina

R = CH,OH, X=0H Ouabagenina

R = CH=0, X =H, Strofantydyna

Scillarenina

4,5-dihydroscillarenina = Bufalin
a

R = OH, X = OAc, Cinobufotalina

R =H, X =H, Marinobufagenina

Rysunek 2. Przyktadowe struktury aglikonéw (genin) CG
Figure 2. Exemplary structures of cardiac glycoside aglycons (genins)
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2. POMPA SODOWA; LIGANDY I INHIBITORY

Ocenia sig, ze okolo 23% ATP jest zuzywane przez organizm ludzki w stanie
spoczynku przez jeden tylko enzym: Na', K'-ATPaze¢ (ASP; EC 3.6.1.37; popularnie
okreslany jako pompa sodowa), integralny sktadnik bfon komérkowych wyzszych
eukariotow odpowiedzialny za utrzymywanie transblonowego gradientu jonéw
sodowych. Jest to biatko o charakterze heterooligomeru, ztozone z podjednostek,
ktérym nadano symbole: «, f, oraz FXYD [14-16]. Fragment « stanowi jednostke
katalityczng hydrolizy ATP, ktorej zewnatrzkomoérkowe powierzchnie obszaréw
transblonowych tworza jednoczesnie miejsce wigzace dla glikozydéw nasercowych.
Podjednostka f3 jest biatkiem regulatorowym, réwniez transblonowym, zawiera-
jacym kilka miejsc glikozylacji. Poznano cztery izoformy « i trzy § wystepujace
u ludzi i tworzgce kombinacje ASP, ktdre znacznie réznig sie dystrybucjg tkankowg
(takze w roznych fazach rozwoju) oraz specyficznosécig substratows i aktywnoscia.
Wigkszo$¢ form ASP zawiera dodatkowa podjednostke transblonowa FXYD, ktéra
stanowi kolejny czynnik réznicujacy na poziomie tkanek i organizmu, wnoszac do
kombinatoryki molekularnej enzymu az siedem izoform [17].

Odkrycie ATPazy zaleznej od obecnosci i stezenia jondéw sodowych i potaso-
wych w neuronach skorupiakéw w latach sze$¢dziesiatych przez J.C. Skou, zostalo
uhonorowane nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 1997 roku [18]. Obecnie
wiadomo, ze ekspresja enzymu jest szczegdlnie intensywna w komorkach nabton-
kowych (epitelialnych) organéw o szczegélnie intensywnej wymianie jonowej,
takich jak serce i nerki. W jednym cyklu katalitycznym, pompa ASP wymienia trzy
wewngtrzkomdrkowe jony sodu na dwa zewngtrzkomérkowe jony potasu, kosz-
tem hydrolizy jednej czgsteczki ATP. Hamowanie aktywnosci enzymu posrednio
wplywa na zwigkszenie stezenia jondw wapnia w cytosolu i jest przyczyna efektu
inotropowego obserwowanego dla migénia sercowego w wyniku podania CG. Roz-
nica powinowactwa miejsc aktywnych ATP-azy do jonéw sodowych i potasowych
jest konsekwencja dwu réznych stanéw konformacyjnych enzymu, z ktérych jeden
dodatkowo ulega autofosforylacji przez hydrolizowang czasteczke ATP. W jedne;j
z konformacji miejsce wigzace enzymu jest zwrdcone w strone cytoplazmy i wyka-
zuje powinowactwo do kationéw sodowych (Kd ca 0,6 mM) a w drugiej jest skiero-
wane na zewnatrz komorki a miejsce wigzace kationy wykazuje silne powinowactwo
(Kd ca 0,2 mM) do jonéw potasu [14-16]. Wydajnos¢ enzymu wynosi ok. 200 cykli
na sekunde. Adenozynotrifosfataza zalezna od jonéw sodu i potasu (ASP) jest obec-
nie uznana za potencjalny cel molekularny dla réznorodnych interwencji terapeu-
tycznych i jako taka stala sie przedmiotem intensywnych badan strukturalnych.
Poczatkowo doktadniejsze badania miejsc aktywnych enzymu prowadzono meto-
dami autoradiografii z uzyciem ligandéw znakowanych izotopami radioaktywnymi,
poézniej metoda rezonansu magnetycznego, z uzyciem ligandéw zawierajacych
jadra NMR-aktywne (°H, °C, E) [6, 14], natomiast najnowsze generacje wyni-
kow pochodzg juz z nowoczesnych pomiardéw rentgenowskich, ktore potwierdzity
zasadnicze dedukcje wywiedzione wczesniej z eksperymentéw biochemicznych
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[18-20]. Wymagalo to pokonania wielu trudnosci technicznych, poczynajac od
uzyskania izoform bialka w stanie homogennym, wyindukowania i ustabilizowania
pozadanej konformacji oraz uzyskania odpowiedniego do pomiaru monokrysztatu
makroczasteczki z odpowiednio rozmieszczonymi jonami i ligandami organicz-
nymi. Dla ASP mamy dotychczas do dyspozycji zaledwie cztery wyniki rentgeno-
strukturalne, podczas gdy dla lepiej poznanej pompy wapniowej SERCA dostepne
sa wyniki z ponad 20 pomiardw, réznych stanéw konformacyjnych, co pozwala na
znacznie bardziej precyzyjny opis dziatania enzymu. Ouabaina, stosunkowo trwaty
chemicznie monoramnozyd kardenolidowy, byta pierwszym i pozostaje najlepiej
zbadanym ligandem ASP o powinowactwie na poziomie nanomolowym, takze
w postaci modyfikowanych chemicznie pochodnych. Klasyczna farmakologia CG
postuluje zblizone aktywnosci kardiotoniczne dla réznych glikozydéw z tej grupy
oraz uwzglednia znaczacg aktywno$¢ odpowiednich genin. Jednak dopiero dostep-
no$¢ poszczegdlnych izoform bialek katalitycznych ASP umozliwila precyzyjne
pomiary w tym zakresie [20-23] i ujawnila r6zne profile powinowactwa i aktywno-
$ci poszczegdlnych ligandow z grupy CG [24, 25].

3. ANTYPROLIFERACY]JNY POTENCJAL CG
I NOWE WSKAZANIA TERAPEUTYCZNE

Wipolczesny opis aktywnosci biologicznej popularnych lekéw nasercowych
pochodzenia naturalnego (CG) musi uwzglednia¢ réwniez fakty nieoczekiwane
z punktu widzenia podrecznikéw farmakognozji z ubieglego wieku. Po pierwsze,
retrospektywne badania epidemiologiczne wykazaly, ze wiréd pacjentéw leczonych
glikozydami naparstnicy, zgony z powodu choréb nowotworowych zdarzaty sie
wyjatkowo rzadko [26]. Po drugie wykazano niezbicie, Ze organizmy ssakow wytwa-
rzajg substancje z grupy CG, ktdre majg funkcje hormonalne [27-29]. W fizjologii
czlowieka taka role odgrywaja ouabaina i marinobufagenina, uznane za endogenne
steroidy kardiotoniczne, ktorych zasadniczym miejscem wytwarzania jest kora
nadnerczy. Zwigzki te majg zdolno$¢ hamowania aktywnosci ASP, ale i w nizszych
stezeniach wplywaja na liczne procesy fizjologiczne niezaleznie od tej aktywnosci.
Obecnie szczegolne zainteresowanie wzbudza potencjal CG, jako zwigzkow wyka-
zujgcych selektywng cytotoksycznosé i hamujgcych proliferacje, cho¢ bezposrednie
zastosowanie lekow kardiologicznych w onkologii moze okazac si¢ problematyczne
ze wzgledu na toksyczno$¢ systemowa i zwigzany z nia niski indeks terapeutyczny.
Nie ulega jednak watpliwosci, ze CG zastuguja na uwage, jako zwiazki wiodace
w badaniach nad nowymi terapiami, takze w zastosowaniach do prewencji i terapii
choréb nowotworowych [30-32]. Czes¢ badan farmakologicznych prowadzonych
w tym kierunku zdotala juz osiggnac¢ faze weryfikacji klinicznej [33-35].
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4. ZRODLA SUBSTANCJI AKTYWNYCH CG

Tradycja etnofamakologiczna wyprzedzita zastosowanie CG w nowoczesnej
medycynie o stulecia, wigc Zrédla substancji aktywnych rozpoznawano dlugo i sta-
rannie. Obecnie znamy conajmniej 13 rodzin roslin zawierajacych glikozydy stero-
idowe a w samej tylko Apocyanaceae zidentyfikowano ponad 30 rodzajoéw roslin,
w ktorych stwierdzono obecnos¢ CG [36], a wiec mozna uznac ze wystepowanie tych
metabolitow wtornych rozciaga sie na setki gatunkow, spotykanych w wiekszosci
rejonéw globu. Stwierdzono réwniez, ze bufadienolidy wystepuja w skdrze wielu
rodzajow zab z gatunku Bufo zamieszkujacych rozne kontynenty. Uznaje sie, ze
w obu krélestwach organizmoéw toksyny te pelnia funkcje obronne przed napastni-
kami a ich biosynteza jest odgalezieniem biosyntezy steroli zapoczatkowanego cykli-
zacja skwalenu [37]. Obecnie, poza tradycyjnym zrédlem CG, jakim jest naparstnica
purpurowa, przemystowe znaczenie dla produkeji preparatéow leczniczych ukladu
krazenia majg: cebula morska (Scilla maritima L), z ktérej izoluje si¢ scilareny
i hodowlana naparstnica welnista Digitalis lanata przy czym nie ustajg proby pozy-
skiwania tych glikozydow w doswiadczalnych hodowlach tkankowych oraz innymi
metodami biotechnologicznymi. Podobnie jak w przypadku innych zwiazkéw natu-
ralnych, ktore przeszty pomyslnie weryfikacje kliniczng i zostaly zarejestrowane
jako leki, kolejnym progiem staje si¢ dostepnos¢ substancji aktywnej (API) w skali
technicznej dyktowanej przez popyt rynkowy na preparaty ja zawierajace. Chociaz
potrzeby rynku lekéw krazeniowych na CG s3 dobrze znane i stabilne ($wiatowy
rynek poszczegolnych lekow z grupy CG-digoksyny, digitoksyny, proscylarydyny,
oscyluje w ostatnich latach w zakresie pojedynczych ton), uruchomienie nowych
wskazan terapeutycznych w obszarze onkologii moze je zwielokrotni¢. Przyktady
takich nowoczesnych lekéw pochodzenia naturalnego jak taksol lub galantamina,
ktérych roslinne zrodla byly od poczatku ograniczone wskazujg, ze wlaczenie
metod czg$ciowej lub totalnej syntezy chemicznej w oczekiwaniu na optymalne eko-
nomicznie rozwigzania biotechnologiczne, staje si¢ w pewnym momencie jedyna
opcja. Historia rozwoju przemystowej farmacji hormondéw sterydowych doskonale
ilustruje jak dostepnos¢ odpowiednich surowcoéw przemystowych determinuje roz-
woj calych dzialéw medycyny. Badania prowadzone w latach 30. ubieglego wieku
w Niemczech (A. Butenandt i in.), Szwajcarii (L. Ruzicka i in.) i USA (W.M. Allen,
PS. Hench, E.C. Kendall), ktére zaowocowaly poznaniem sterydéw o czynnosci
hormonalnej, wygenerowaly potrzebe zastosowan medycznych tych niezwykle
aktywnych biologicznie zwigzkéw, podczas gdy ich pozyskiwanie z materiatow
zwierzecych zwigzane bylto z ogromnymi problemami technicznymi. Dla przykiadu,
w latach 30. XX w. wyodrebnienie 10 miligraméw testosteronu wymagato przerdbki
100 kg jader byka, 15 mg androsteronu uzyskano z 15 tys. litréw moczu, do izolacji
1 mg progesteronu uzyto jajniki 2 500 §win a pozyskanie 75 mg kortyzonu i 55 mg
hydrokortyzonu pochloneto nadnercza z 20 tysigcy kréw [38]. Cho¢ wiedziano, ze
poszukiwane zwiazki sg strukturalnie spokrewnione ze stosunkowo tatwo dostep-
nym cholesterolem, 6wczesne metody syntezy chemicznej nie rokowaly szybkich
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sukcesow w zastosowaniu go, jako materiatu wyjsciowego do syntez w skali prze-
mystowej. Do entuzjastow pomystu wykorzystania saponin sterydowych a takze
CG jako surowcow do syntezy najbardziej wowczas pozadanej substancji hormo-
nalnej - kortyzonu, nalezal T. Reichstein, wowczas docent prywatny Politechniki
Federalnej w Zurichu [39, 40], ktéry nawet wytypowal odpowiednie do tego celu
zrodlo roslinne (skretnik; Strophantus kombe ) ale w Europie nie bylo dostepu do
takich surowcéw w odpowiedniej skali. Rozwiazanie problemu niezaleznych od
produkcji zwierzecej zrodet hormonéw steroidowych zawdzieczamy R.E. Marke-
rowi, ktéry dzialajac praktycznie bez wsparcia instytucjonalnego i bez pomocy ze
strony przemystu farmaceutycznego znalazt odpowiedni surowiec chemiczny do
syntezy — diosgenine, wskazal zrédfa botaniczne, z ktérych zwigzek ten moze by¢
pozyskiwany w skali wielotonowej, a wreszcie opracowal w skali technicznej pro-
ces przemiany diosgeniny w uniwersalny potprodukt do syntezy steroidéw, znany
obecnie jako degradacja Markera [41, 42]. Obecnie, do szczegdlnie wydajnych
zrodel diosgeniny, pozyskiwanej metodami tradycyjnymi, nalezg pataty meksykan-
skie (Dioscorea mexiana; Dioscorea villosa; Dioscorea composita) i agawa sizalowa
(Agawa sizalana) a roéling budzacg obecnie szczegdlne zainteresowanie jako obiekt
eksperymentalnych proceséw biotechnologicznych jest zotty imbir chinski (Diosco-
rea zingiberensis) [43]. Niezaleznie od swej kluczowej roli surowcowej, diosgenina
budzi powazne zainteresowanie takze jako zwigzek biologicznie aktywny, ktorego
dziatania: antydrobnoustrojowe, antyoksydatywne, przeciwzapalne i immunomo-
dulujace, rokuja zastosowania w medycynie prewencyjnej [44].

Zasadnicze etapy degradacji Markera polegaja na acetolizie spiroketalu diosge-
niny bezwodnikiem octowym w 200°C oraz nastepnie na utlenianiu utworzonego
pierscienia dihydrofuranowego tréjtlenkiem chromu. Otrzymany w tej sekwencji
potprodukt stat sie podstawa do przemystowej syntezy kortykosteroidow, ktore
uzyskaly szerokie zastosowania medyczne, a takze prekursorem syntetycznych
srodkéw antykoncepcyjnych (aktywnych przy podaniu doustnym w odréznie-
niu od hormonéw naturalnych), takich jak norethindrone, nogestrel, mestranol
i 17a-etynyloestradiol, ktore odegraly decydujaca role w ksztaltowaniu wspoélcze-
snej demografii i obyczajowosci spoleczenstw postindustrialnych [45, 46].

Potencjal diosgeniny, jako surowca przemystowego duzej skali, jest jednak
znacznie wiekszy nizby to wynikalo z powyzszego schematu. W zasiegu wspot-
czesnych metod syntezy sg takze aglikony CG. Mimo, Ze istnieje klasyczna synteza
totalna digitoksygeniny opracowana przez G. Storka [47] a temat ten nie przestaje
by¢ wyzwaniem dla chemikéw sfery akademickiej, ktorzy z powodzeniem demon-
strujg nowe rozwigzania metodyczne [48, 49] to przyszte procesy technologiczne
otrzymywania kardenolidéw beda raczej wykorzystywaé¢ metody inzynierii gene-
tycznej i biotechnologii, lub poznane juz transformacje chemiczne, umozliwiajace
wykorzystanie zaawansowanych prekursoréw wytwarzanych z tatwo dostepnej
diosgeniny [38, 50, 51].
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Diosgenina Octan pregnenolonu

Progesteron 11-a- Hydroksyprogesteron

7 etapow

Kortyzon Prednizon

Schemat 1. Diosgenina jako zZrédlo pétsyntetycznych hormondéw sterydowych
Scheme 1. Diosgenin as an industrial source of semi-synthetic steroidal hormones

Zupelnie inaczej przedstawia si¢ sprawa ze skladnikami cukrowymi CG, kto-
rych dostepno$¢ dawno przestala by¢ problemem ograniczajacym techniczne zdol-
nos$ci wytworcze glikozydéw pochodzenia naturalnego, miedzy innymi za sprawg
postepéw w enancjoselektywnej syntezie totalnej piranozydéw. p-Glukoza jest
jednym z najtatwiej dostepnych, odnawialnych, chiralnych syntonéw wielofunkcyj-
nych. Podobnie L-ramnoza, cho¢ kosztowniejsza jest fatwo dostepnym surowcem
biotechnologicznym. Digitoksoza jest znacznie trudniej dostgpna ze Zrédel natural-
nych, natomiast wspolczesnymi metodami totalnej, katalitycznej syntezy enancjo-
selektywnej mozna otrzymac oba jej enancjomery z prostych pochodnych furanu.
Kluczowym etapem syntezy jest przegrupowanie Achmatowicza — oksydatywna
transformacja pierscienia furanowego w uklad dihydropiranowy - prekursor pro-
stych i modyfikowanych monosacharydéw. (Schemat 2) [52-55] Ilustracja przed-
stawia otrzymywanie prostego digitoksozydu benzylu ale warto doda¢ ze ponizszy
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schemat zostal zrealizowany takze dla mono glikozydu CG, przy uzyciu digitoksy-
geniny zamiast alkoholu benzylowego, w trzecim etapie zaprezentowanej sekwencji.

OH . .
0 o katalizator Noyoriego (R,R) o) s przegrupowanie Achmatowicza
O U e

o= s X
_— - OO
HO™ ~O BocO” ~O Pd(0) / PPhg BnO” ~O

OH
NaBH, / CCls ﬁ NBSH / PPh, / DEAD /E\/l\
_
BnO” MO BnO” MO

OH

. OH
Bno’(oj\

D-digitoksozyd benzylowy

0s0, / NMO

Schemat 2. Synteza glikozydéw digitoksozy z acetylofuranu
Scheme 2. Synthesis of D-digitoxose glycoside from acetylfuran

5. PERSPEKTYWY RESYNTEZY I GLIKORANDOMIZAC]I CG

Znamy okoto 400 naturalnych glikozydéw nasercowych, ktérych odrebnos¢ od
innych saponin roslinnych polega na charakterystycznym, laktonowym podstaw-
niku. Mimo, ze tylko niewielka cze$¢ tego zbioru zwigzkéw naturalnych zostata
dotychczas szczegélowo scharakteryzowana pod wzgledem farmakologicznym,
zachodzi uzasadnione przypuszczenie, ze zaréwno dla wskazan kardiologicznych, jak
i dla nowych zastosowan terapeutycznych, na przyktad w onkologii, konieczne beda
liczne modyfikacje budowy i funkeji struktur kanonicznych, w dazeniu do optymali-
zacji dzialan farmakodynamicznych a zwlaszcza wlasciwosci farmakokinetycznych,
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zgodnie z zaloZzeniami chemii i bioinformatyki medycznej. Podobnie jak w innych
grupach metabolitéw wtornych o charakterze glikozydowym, takich jak antybiotyki,
polifenole, flawonoidy czy lignany, pierwszy etap eksploracyjnych modyfikacji CG
metodami chemicznymi powinien mie¢ charakter przemiany sekwencyjnej degli-
kozylacji - reglikozylacji, ktorej celem jest zmiana wilasciwosci fizykochemicznych
i biologicznych natywnego metabolitu przez wymiane glikonu na jednostke o zapla-
nowanych cechach. W odréznieniu od glikozylacji biologicznych, ktére stanowig
powszechng i podstawowa funkcje biochemii komorki, realizowang przez setki
wyspecjalizowanych enzymoéw (np. glikozylotransferaz), realizacja koniugacji che-
micznej cukréw z wielofunkcyjnymi akceptorami przy pomocy metod laboratoryj-
nych, mimo wielu dziesigtek lat doskonalenia metod aktywacji grupy anomerycznej,
oraz regio i stereoselektywnosci jej sprzegania, pozostaje w licznych przypadkach
procesem o problematycznej skutecznosci [56]. Na przyktad w klasycznej chemii
cukrow, dramatyczny przypadek trudnosci w kontrolowaniu stereoselektywnosci
reakcji glikozydowania stanowilo uzycie syntondéw 2-deoksypiranozylowych, takich
jak reszty digitoksozy, ktdre sg pozbawione elementow strukturalnych petnych hek-
soz (np. podstawnikéw estrowych w poz. 2 piranozy), ktére stabilizuja okreslona
topologie stanu przejsciowego reakeji glikozydowania [57, 58]. Ilustracja tego stanu
rzeczy jest historia syntez digitoksyny, zapoczatkowana przez K. Wiesnera w latach
60. ubieglego wieku. Oba podejscia: osobne przygotowanie syntonu trisacharydo-
wego i kolejne glikozydowania odczynnikiem monosacharydowym, przeprowa-
dzane przy uzyciu klasycznej procedury Koenigsa-Knorra byly zmudne ze wzgledu
na koniecznos$¢ zabezpieczen, nieselektywne wzgledem centrum anomerycznego
i niewydajne [59]. Nowoczesne podejscie do tego samego celu syntetycznego wyko-
rzystuje z powodzeniem reagenty pochodzace z totalnej syntezy, zaprezentowane na
poprzednim schemacie. Monodigitoksozyd digitoksygeniny, selektywnie zabezpie-
czony w pozycji C-3, poddaje sie katalitycznej glikozylacji anomerycznym weglanem
heks-2-en-4-ulozy, ktéra w sekwencji znanych transformacji zostaje przeksztalcona
w kolejna jednostke D-digitoksozy. Kluczowe etapy otrzymywania docelowego tri-
sacharydu digitoksygeniny, wedlug O’Dohertego [60] przedstawiono ponizej. Jest
oczywiste, Ze podejscie to umozliwia takze radykalne modyfikacje strukturalne gli-
konu, facznie z krotnoscig reszt skladajacych sie na tancuch oligosacharydowy.
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Schemat 3. Synteza digitoksyny (Dig oznacza digitoksygenine)
Scheme 3. Synthesis of digitoxin (Dig stands for digitoxygenin

Rozwdj beta-selektywnych metod glikozylacji w serii 2-deoksy piranoz, tak
istotny dla chemii glikozylowanych zwigzkéw naturalnych, zastuguje na specjalna
uwage gdyz ilustruje zaréwno szeroki rozwdj chemii nienasyconych cukrow [61]
jak i ogromne postepy katalizy zwigzkami metali przejsciowych [62]. Dobrze znana
transformacja glikali do heks-2-enozydéw, zwana przegrupowaniem Ferriera [63 R]
jest na ogot alfa-selektywna glikozylacja ale juz wymiana ligandéw anomerycznych
katalizowana kompleksami palladu ma najczesciej charakter beta-preferencyjny, co
szczegolnie przekonujaco zademonstrowano na estrach anomerycznych heks-2-en-
4-uloz. Takze katalizowane palladem reakcje dekarboksylacji 4-O-weglanéw prze-
biegajace z migracja 4 ----> 1 reszty alkoksylowej, stanowig przykiad wysoce stereo
selektywnej glikozydacji beta [64] .

Ciekawg forma przezwycigzenia tradycyjnych trudnosci technicznych zwia-
zanych z chemiczng glikozylacjg jest metoda glikorandomizacji zaproponowana
przez Thorsena. Pomyst polega na uzyskaniu pochodnych wybranych aglikonow,
ktdre zawieraja w swej strukturze ugrupowanie alkoksyaminowe. Takie zwigzki sa
zdolne do reakcji w fagodnych warunkach z hemiacetalami, wlaczajac w to nieza-
bezpieczone cukry redukujace, co stanowi prosta droge do zréznicowanych struk-
turalnie zbioréw pochodnych N-glikozylowych, nadajacych sie do bezposredniego
testowania aktywnosci biologicznej [65, 66]. Innym sposobem faczenia aglikonow
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i glikonéw CG, zapewniajacym kombinatoryczne mozliwosci tworzenia bibliotek
nowych zwigzkow jest popularna metoda ligacji chemicznej przez dipolarng cyklo-
addycje syntondw: acetylenowego i azydkowego, znana pod opisowym okresleniem
»click chemistry” [67]. Nalezy tez przypomnie¢, ze aglikony CG od dawna znajdo-
waly zastosowanie w inzynierii genetycznej do znakowania wybranych fragmentéw
kwasow nukleinowych, ktére moga by¢ po wykonaniu zamierzonych transforma-
cji rozpoznane przez specyficzne przeciwciala, ktére w przypadku digoksygeniny
i digitoksygeniny sg dosy¢ tatwo dostepne [6].

UWAGI KONCOWE

Ewolucja wyposazyla szereg roélin, i niektére gatunki plazéw, w zdolnosé
biosyntezy ochronnych metabolitéw wtdrnych z grupy steroidéw - silnych toksyn
o charakterystycznych cechach strukturalnych (CG), kompatybilnych z biosyn-
tezg endogennych steroli i ich pochodnych saponinowych [5, 9]. Niezaleznie od
allelopatycznych relacji miedzygatunkowych i srodowiskowych (pomiedzy rosli-
nami wytwarzajacymi CG i roslinozercami), zwigzki te odgrywaja szczegélna role
w medycynie jako inhibitory aktywnosci powszechnie obecnego w komoérkach
enzymu transblonowego — pompy sodowej, co ma zastosowanie w leczeniu niewy-
dolnosci serca i innych niedomaganich ukladu krazenia. Leki pochodzace od gli-
kozydéw naparstnicy, majace ponad 200-letnig tradycje zastosowann medycznych,
s3 obecnie przedmiotem podwojnej transformacji: rozpoznano ich funkcje hormo-
nalne i regulacyjne, co uzasadnia traktowanie ich jako zwigzki wiodace dla nowych
lekéw w innych obszarach terapeutycznych, szczegdlnie w onkologii. Taka zmiana
wskazan terapeutycznych dla znanych lekéw (drug repositioning) jest jedna z wio-
dacych strategii wspolczesnego przemystu farmaceutycznego [68], co sygnalizuje
nowe otwarcia w dziedzinie surowcéw dla tej grupy zwigzkéw. Zrédla naturalne CG
sa dos¢ liczne, lecz mato wydajne a perspektywy pozyskiwania konkretnych karde-
nolidéw lub bufadienolidéw metodami biotechnologicznymi wydaja si¢ ciagle dos¢
odlegte. Natomiast wspdlczesne metody syntezy chemicznej oferuja liczne mozli-
wosci selektywnego pozyskiwania zaréwno wybranych metabolitéw z tej grupy jak
i syntezy ich mimetykéw zaprojektowanych de novo z wykorzystaniem uprzednio
zgromadzonej wiedzy biochemoinformatyczne;.
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