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Vynélez se tykéd primyslového kmene houby Claviceps purpurea (Fr.)Tul. pro p¥ipravu
elymoklavinu, '

Alkaloid elymoklavin obecného vzorce I

9]

ge stal vyznamnou farmaceutickou surovinou pro p¥{pravu semiayntetickjch derivétd ndmelo-
vfch alkaloidl, vyuffvanych jeko 1é¥iva, nap¥iklad Nicergolinu (US Pat. 2835675).

Elymoklavin se vyrdb{ p¥evdin® submersnf fermentaci pomoci primyslovych kmend Clavi-
ceps purpurea a Claviceps fusiformise , ’

Nevyhodemi dosud vyuZivanyoh kmend je pomaly néstup produkce, kdy ekonomicky zajima=-
vjch koncentrac{ alkaloidu je dosshovéno a% 21. den Xultivace, déle tvorba doprovodného
alkaloidu agroklavinu, ktery je nutno ndslednou separaci od elymoklavinu odstraiovat,

a také produkce exoceluldrnfch glukani a konidif, kterdé vyvolévaji tvorbu emuls{ a tak
ani¥ujfl filtravatelnost fermentadni tekutiny a komplikuj{ extrakei alkaloidd. .

Uvedené nevyhody odstranuje kmen Claviceps purpurea (Fr,)Tul. 88-EP podle vyndlezu,
ktery se vyznaSuje rychlym néstupem produkce elymoklavinu p#i submeran{ kultivaci. JiZ 16.
den fermentace produkuje prim&rné 2 500 mg elymoklavinu/L média o Sistot& cca 90 %. P¥itom
ge netvo¥{ nefddoucf konidie ani exoceluldrni glukany.

Vzorky nového kmene jsou uloZeny ve sbirce mikroorganismi Mikrobiologického dstavu
8SAV v Praze pod oznafenfm Claviceps purpurea pod &fslem 88-EP/1988.

Charakteristika nového kmene Claviceps purpurea (Fr,)Tul. 88-EP:

Nérdst kultury kmene ns tuhém agarovénm médiu NL 8D (viz Tabulka 2) (Maier a kol.,
Planta Medica 40, 104, 1980) Je souvisly, sleb& zvrdan¥ly. Mycelium kmene Je Zedivé aZ Ze-
dobf1lé. Po dels{ dobs kultivace produkuje do pidy hn¥do¥erveny pigment. EKolonie kmene v UV
svitle tmavémod¥e fluoregkujf. Kmen nesporuluje na pevaném ani kapelném médiu. V kapalném
médiu tvo¥L ojedin¥lé blastospory a arthospory. Mycelium submerani kultury kmene je ple-
vé¥n& sfacelidlntho typu a je provézeno Fidkym vyskytem shlukd sklerocidlnich bun¥k. Na
piddch €S2, (viz Tabulka 2) tvo#{ submersn{ kultura sespenznf, snadno filtrovatelné myce-
lium bez nefédoucich execeluldrnich glukand. Hn¥dy aZ hnédo&erveny rozpustny pigment je tvo-
fen a¥ v kone&né fdzi kultivace - po 20. dmu.

Kmen podle vynélezu se od pivodntho rodidovského lmene 1i¥f ztrdtou tvorby konidif,
zm¥nou spektra alkaloidd (z ergotoxind na elymoklavin) & vy¥s{ produkef alkaleidd.

Uchovévénf kmene Claviceps purpures 88-EP

Krétkodob® lze kmen podle vyndlezu uchovdvat na agarovém médiu NL 829 (jako 20 a% 22
denn{ kultury) p¥i teplotd 4 %C. Xmen je nutno p¥eo&kovdvat po 2 af 3 m&sicich, deldim
skladovdnim se podstatnéraniiu;je Jjeho Zivotaschopnost.

Pro dlouhodobé uchovdvédni kmene lze s vyhodou pouZit lyofilizace podle postupu:

Konzervadni roztok

30 mL 60% rozt. sacharosy sterilizovaného v autoklévu p¥i 115 9¢/15 min. 15 nlL rozt.
suieného netu¥ného mléka ( 12,5 g/100 nL dest. HZO) sterilizuje se v autokldvu p¥i 105 a¥
110 °¢ 10 a¥ 15 min (nesm{ zhn&dnout), po sterilizasci se oba roztoky steriln& smis{ a p¥idd
se promyté mycelium kmene p¥ipravené 6 a¥ 8 dennf kultivac{, na médiu TI promisime, rozpl-
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nime do ampulf, lyofilizujeme, ampule uzavieme zatavenim a uchovdvdme p#i 4 %c. Za t&chto
podminek si kmen podle vyndlezu uchovéd vitalitu minimdln& 1 rok.

Suspenzi mycelia kmene podle vyndlezu lze v konzervadnim roztoku pouze zmrazit a bez
lyofilizace ji uchovévat minimdln¥ 6 m&sicd p¥i -18 °C. Rozmrazenim a op&tnym zmrazenim
ztrdcl kmen ¥ivotaschopnost.

Postup ziskédn{ nového kmene podle vyndlezu:

Kmen Claviceps purpurea (Fr.)Tul 88-EP byl ziskén kombmovanou mutaini technikou
a nésledujfcim testovénim asi 500 izoldtd (Teb. 1).

Protoplasty kmend v prib&hu 3lecht¥ni byly pFipravovény ndsledujicim postupem:

Submersni kultivac{ kmene v médiu TI (viz Tabulka 2) 4 dny za podminek uvedenych
v pifkladu 1 dbylo zfskéno mycelium, které bylo odst¥edéno a promyto 2x médiem PM (viz Ta-
bulka 2). Do sterilnf banky (100 mL) se vloZ{ 500 mg vlhké véhy mycelia, pFidd 10 mL média
M a 1 a¥ 2 mL roztoku (5 %) gastrické fdvy (helikasa) z hlemy#dé zshradnfho Helix poma-
tia a za mirného tiepdni se inkubuje asi 2 h pri 28 °C, sm&s se prefiltruje pies fritu SI
a odst¥ed! se (10 min/5 000 rpm). Protoplasty se nashromd¥df na hladin&, odkud se stéhnou
Pasteurovou pipetou. Protoplasty se potom na¥edf médiem PM a bud se p¥fmo vysévajl na mé-
dium NL 829, nebo se ozafujf{ UV sv&tlem, pop¥{padé se na n& pisobf N-nitro-N ‘-nitrosomethyl-
guanidinem (NNTG). NNTG se rozpusti{ v malém mno¥stvi acetonu a doplni se na konc. 1/mg/mL
médiem PM. K 5 mL suspenze protoplastd v médiw PM se p¥idd 0,5 mL rozt. BNTG. Po 1 h inku-
baci p¥i 24 %G ve tm& se protoplasty odstfedf, promyj{ médiem FM a vysévajl ne médium NL
829. Samotny proces piipravy protoplastd helikasou vyvoldvéd mutagenn{ &inky; hel:kasa Je
nirnym mutagenem (Sernd, Mutat. Res. 143, str 169, (1985)).

Mutegeneze hyfovych fragmentid:

Mycelium piipravené obdobn& jako pro tvorbu prot:oplastﬁ se dﬁkladné zhomogenizuje mi-
xérem Ultra-Turrax. Stupen homogenizace se kontroluje mikroskopieky. Suspenz{ takto p¥i-
pravenych hyfovych fragmentld ozdi{me UV svitlem a potom se vysévd na médium NL 829,

Kolonie, které po cca 23 dnech kultivace pf-iv 24 °C vyrostly ze zdrodkd mutovanych
riznym postupem, se potom pieofkujf na Zikmé agary s médiem NL 829 a testuji na produkci
elymoklavinu kultivainim zpisobem na médiu CS2.

Zpisob kultivace kmene C. pur;;urea 88-EP podle vyndlezu pro ziskdn{ vychoz{ suroviny
k izolaci elymoklavinu a k ndsledné vyrobé& findlnich produktd a lé&ebnych prepardtl je do-
loZen v p¥{klasdech pouZit{, aniZ by se timto p¥ikladem jakkoliv omezovaly vlastnosti nového
kmene, zpisob jeho kultivace a pouZit{ p#i primyslové vyrobé.

Pr{klad 1

Vychoz{ inokulum kmene pro submersni fermentaci elymoklavinu se piipravi ze zdsobni
kultury kmene C. purpurea 88-EP narostlé ns agarovém médiu NL 829 v Endov& zkumavce. Kul-
tura mé byt stard 21 aZ 25 dnf, nejlépe bez uchovdvéni v chladnidce. VeXkeré kultivace kme-
ne podle vyndlezu probfhaji ve tm& pii teplotd 24 %¢. Mycelium kultury tekto narostlé je
velmi kfehké a je moZno ho snadno smyt uiiznutou pipetou do inokuladniho média TI (Spala
C., ing Genetics of Industrial Microorganiems, eds. Z. Van&k et al., Elsgevier, Amsterdam
1973, str. 393). Zao¥kované médium (60 mL ve 300 mL Erlenmayerové baice) se kultivuje na
rotadn{ t¥epa¥ce (240 rpm, 5,5 cm excentr.) s vyhodou 6 dni, pop¥ipad¥ i déle. Z takto
ziskaného inokula je 5 mL pieneseno do Erlenmayerovych ban¥k (300 mL) s médiem CS2 (60 mL)
(A0 199986). Kultury se kultivuj{ 16 aZ 21 dn{. Produkce celkovych alkaloidd v 16. dni fer-
mentace &inf 2 100 a¥ 2 500 mg/L 8 obsahem elymoklavinu a¥ 90 %, produkce v 21, dni je 2 800
aZ 3 500 mg/L 8 obsahem elymoklavinu 70 a% 80 %.

Priklad 2

Kultivace probihéd za obdobnych podminek, jak je uvedeno v pi‘ikla&u 1, pouze misto
produkéniho média CS2 je pouZito média 0S25, popffpad® média CS30 s vyssiimi koncentracemi
sacharosy. Tento postup ddvé o 10 a% 20 % vy$3{ vytdiky elymoklavinu a ndstup produkce to-
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hoto alkaloidu je rychlej¥fi, neZ pii pouZit{ média CS2.
Postup p¥{pravy nového kmene Claviceps purpurea (?r.)'.L’ul 88-EP kombinovanym

Tgbulka 1

mutafnfm Slecht¥nfm (na médiu CS2)
Generalogie Mutace Produkee alkaloidd
Claviceps purpure objekt nutagen celkovd agro- elymo-
pracovni oznadeni (mezistupné) mutagenese (ng/L) klavin (%) klavin (%)
1. (vjchoz{ kmen) P - 900° stopy stopy
2 E protoplasty c 900 a%-1 100 10 80
3 E-I protoplasty c 1 300 ’ 10 80
4. E-HF fragmenty hyf UV 80 mJ/cm 1 700 15 70
5 EK 10 protoplasty UV 40 nd/cm® 2 000 a%¥ 2 200 15 75
6 88-EP protoplasty HNTG 0,1 mg/mL 2 100 aZ 2 500 5 90

(pisobent 1 h)

216, den submersn{ fermentace
Pymen P produkoval prevéZn& ergotoxiny
Cyfsev intaktnfch protoplasti - potencidlnf mutagenn{ d¥inek helikasy p¥i p¥{pravé proto-

plastd
Pgbulka 2

Slo%enf pouZitych médif:

NI 8239
sacharosa
L-asparagin

l(gSO 4 .7320

Kvasni¥ny extrakt Difco

FeSO 4.71120

Znso 4’7320

KC1

agar

H,0 destilovand
pH upravit NE4OH
i3S

sacharosa

MgCl,

Ca(.%l2

citrédt sodny

tH (NaOH)
destilovand voda

100

10

0,25
0,30
0,1
0,02
0,02
0,1

T 25

5,4 8% 5,6
mol/L

0,8
0,01
0,01
0,01
4,8

&

sacharosa

kvas, extrakt
Le-asparagin
Ca(R05) 5. 4H,0
I-cystein.HC1
KH2PO 4
MgS0, . TH,0
Znso 4‘.7320

voda vodovodni
pH upravit NaOH

os2

sacharosa
kys. citronové
monohydrét
Ga('}l2

KCl -

KHZPO n

¥gsSo 4'7320
FeSO 4.7320
Znso 4.7320

"(BH, )5S0,

voda vodovodn{
pH upravit ReOH

g/L

100
0,1
10

0,1

0,25

0,3

0,02
10

545

100

16,8
1,2
0,12
0,25
0,25
0,02
0,015

10

545
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gs23 &/L gs30 &/L
sacharosa 250 sacharosa . T 300 ’
ostatn{ komponenty jako ostatn{ komponenty

médium 0S2 Jjako médium CS2

PREEDMET VYINLLEZU

Primyslovy kmen houby Claviceps purpurea (Fr.)Tul., pro piipravu elymoklavinu kultie
vaci na tekutych médifch, které obsahujf{ zdroj asimilovatelného uhliku, dusfku, minerdlnt
sole, stopové a/nebo dbiologicky alctivni létky, uloZeny ve Sbirce mikroorgani smi Mikrobiow
logického ustavu USAV v Praze pod ¥{slem 88-EP/1988,
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