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Claviceps purpurea (Fr.) TUL. CCM F-734

Udelem FeSeni je zlepSeni surovinové
zadkladny pro vyrobu preparéati s lécebnym
t&inkem, sloZenych z klasickych namelovjch
alkaloidl ergotoxinové skupiny a pro vyrobu

olosyntetickych lédebnych preparati.
gako surovinova zédkladna slouZi sklerocia
tohoto kmene, obsahujici namelové alkalo-
idy. Uvedeného udinku se dosahne pouZitim
sklerocii nového primyslového kmene mikro-
organismu Claviceps purpurea (Fr.) TUL.
CCM F-734, kter4d obsahuji némelové alka-
loidy v mnoistvi 0,32 az 0,93 % (prumys-
lovy obsah 0,51 %) pii g;isluénych vyrobach.
Ve sklerociich je minimaln& 91,5 % sumy
alkaloidd tvoieno ergokorninem, alfa~ergo-
kryptinem a beta-ergokryptinem s prim&rnym
vzadjemnym pom¥rem 3,3 : 2,1 : 1. Novy pru~-
myslovy kmen se déle vyznaluje schopnosti
poskytovat pri parazitickém ristu na Zité
za uziti recentni agrotechniky velmi vy-
soké hektarové vynosy sklerocii v rozme-
zi 840 a% 1270 kg.
ReSeni se tyk4 obord mikrobiologie a far-
maceutického priumyslu.
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Vyndlez se tykd nového primyslového kmene Claviceps purpu-
rea (Fr.) TUL., vyznadujiciho se pfi polni kultivaci na %it&
tvorbou némelovych sklerocif s vysokym obsahem ergokorninu, .
alfa=-ergokryptinu a beta-ergokryptinu a schopnosti dosahovat
velmi vysokych hektarovych vynosd némele.

Ergokornin, alfa=-ergokryptin a beta-ergokryptin jsou alka-
loidy ergotoxinové skupiny a jsou vyznamnymi 1lé&ivymi substan-
cemi. Mohou byt pouZity i jako vychozi lédtky pro pifipravu polo-
syntetickych derivdtd némelovych alkaloidl s rozs$ifenym spektrem
Udinkd. Strukturu némelovych alkaloidd alfa-ergokryptinu a ergo-
korninu popsali poprvé Stoll a Hofmann (Helv. Chim. Acta 26,
1570, 1943), strukturu beta~ergokryptinu popsal poprvé Schli-
entz se sp. (Experientia 23, 991, 1967).

V soulasné dobé Jjsou v terapeutické praxi pouZivény lékové
formy sm&si némelovych alkaloidd ergokorninu, alfa-ergokryptinu,
beta- ergokr&ptinu a ergokristinu vét3inou pod obchodnim nézvem
DH-ergotoxin. Tyto lékové formy obsahuji ergokornin, alfa-ergo-
kryptin, betea-ergokryptin a ergokristin v presné definovaném
poméru 3 ¢+ 2 ¢ 1 ¢ 3. Pro vyrobu ergokorninu, alfa-ergokryptinu
a beta~ergokryptinu v primyslovém m&i#itku '‘jsou dosud vyuZivény
kmeny Claviceps purpurea (Fr.) TUL. CCM P-508 (Strnadové K.,
Kybal J., autorské osvéddeni &. 176 803, 1976), CCM F-672 (Ma-
linka Z., Harazim'P., Sp&¥il J., autorské osvid&eni &. 222 150,
1982), CCM F~-721 (Malinka 2., Harazim P., Sp4&il J., autorské
osv&d&eni &. 225 272, 1983). Ddle je vyvinut zpisob fermentadni
pripravy nédmelovych alkaloidl s Pizenym pom&rem tvorby ergokor-
ninu, alfa=-ergokryptinu a beta-ergokryptinu (Kybal J., Malinka
Z., Harazim P., Stuchlik J., Spé&il J., Svoboda E., autorské
osvéddeni &. 202 613, 1980) a vy$lechtén kmen Clavieceps purpu-
rea (Fr.) TUL. CCM PF-725 produkujici v saprofytickych podmin-
kdch sm&s ergokorninu, alfa~ergokryptinu a beta-ergokryptinu
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(Strnadové K., Kybal J., Svoboda E., Spd&il J., autorské osvid-
genf &. 222 391, 1982).

Kmen CCM F-508 se p#i kultivaci na %it# vyznaduje produkedf
sklerocif, kterd obsahujf{ primé&rn& 0,424 % sumy alkaloidt, z to-
ho ergokornin a ergokryptiny tvoryY 70 a% 80 %. Pribli¥ny pomér
obsahu ergokorninu, alfa a beta~ergokryptinu je 8 : 5,5 : 1.
Pri vyrob& lékovych forem némelovych alkaloidld ergotoxinového
typu ze sklerocii tohoto kmene je nevyhodou nizky obsah ¥4dou-
cich alkaloidd, vysoké mnoZstvi ne%&doucich alkzloidd (20-30 %
sumy alkaloidd) a zejména velmi nizky obsah beta-ergokryp*inu..
Dals{ nevyhodou jsou nizké hektarové vynosy & z toho plynouci
vysokd cena némele.

Kmen CCM F-672 se p#i kultivaci na #ité& vyznaduje produkef
velmi &istého alfa-ergokryptinu. PFi vyrob& lékovych forem né-
melovych alkaloidh ergotoxinové skupiny z tohoto kmene je nut-
né pridévat v3echny ostatnf slo’ky a pracnd nastavovat poZado-
vany pomér. Pro vysokou &istotu alfa-ergokpryptinu ve gkXleroci-
fch tohoto kmene je ekonomicky vyhodndjdi pouZiti pro vyrobu
polosyntetickych léCebnych prepardtl na bdzi alfa-ergokryptinu.

Kmen CCM F-721 se pri kultivaci na %ité vyznaduje tvorbou
némele s vysokym obsahem alfa-ergokryptinu a beta-ergokryptinu
se vzédjemnym pomérem prum&rnd 1,15 : 1 a maximdélnim obsahem ne-

Z4doucich doprovodnyeh alkaloidd v celkové sum& 10 %. P#i vyro-
pé lékovych forem némelovych alkaloidl ergotoxinové skupiny z
tohoto kmene je nutno priddvat ergokornin a cbtiZn& nastavovat
poZadovany plesny pomér sloZek.

Fermentadni zplisob vyroby ergokorninu, alfa a beta-ergo-
kryptinu podle autorského osvéddeni &. 202 613 z roku 1980 s
p¥i vyuZiti{ kmene CCM F-725 neni dosud ekonomicky pristupny.

Uvedené nedostatky vyse zmindnyech kmenl némele pro polni
produkei a fermentadniho zplsobu vyroby alkaloidu ergotoxinové
skupiny odstranuje do znadné miry vyndlez, jim¥ je novy kmen
Claviceps purpurea (Fr.) TUL., uloeny v Ceskoslovemské sbirce
mikroorganismd University J. E. Purkyn&, Brno, t¥. Obréncd mi-
ru 10, pod oznalenim CCM F-T734. Tento kmen je predmé&tem tohoto

vynélezu. .
Hlavni vyhodou nového kmene je pii kultivaci na Zité vyso-
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kd produkce sumy alkaloidd ve sklerociich, kterd dosahuje primé&-
ru 0,51 % sudiny biomasy, velmi nizké tvorba neéédoucich'dopro-
vodnych: alkaloidd, které tvor{ primé&rné 6 % sumy alkaloidd a
,vysqké‘tvorba ¥4doucich alkaloidd ergokorninu, alfa-ergokryp-
tinua beta-ergokryptinu (primér 94 % sumy) ve velmi p¥iznivém
pdméruaprﬁmérné 353 ¢ 2,1 ¢ 1, Daldf vyhodou nového kmene je:vy-
sgké}schopnost infikovat hostitelskou rostlinu, kter4d umo%nu je
ﬁfivrecentné uf{vané agrotechnice p&stovédni nédmele dosahovat
primérného hektarového vynosu ndmelovych sklerocif 982 kg. Ty-
to vlastnosti kmene umo¥nujf p¥i polnim pdstovéni ziskat skle-
rocia, kterd predstavujf velmi vyhodnou surovinu pro farmaceu-
tickou vyrobu. V ddsledku vysckych hektarovych vynosd je po-
Pizovaci cena tohoto némele ni%¥f, ne? cena dosud uZivanych kme-
nd némele. Pou%iti této suroviny umo¥nf zefektivmit postupy ex-
trakce a izolace pri vyrob& produktd ergotoxinového typu, zej-
ména sniZenim spotPeby surovin, sni%enim podtu technologickych
operaci a pracnosti. Vlastnosti kmene umo¥nuji rovn&% pouziti
jeho sklerocii pro vyrobu polosyntetickych preparatd.
Popis vlastnosti nového kmene 3

Pri saprofytickém rdstu na sladinové pldé& ztuZené agarem
tvori houba kolonie z typického sfaceliového vzdusného mycelia,
Mycelium je pom&rn& bohat& v&tvené a postranni hyfy jsou ukon-
ené konidiogennimi bunkami. Hojn& tvorené konidie maji prim&r-
né rozmdry 7 x 3,5 mikrometru. Mladé myceliun je tém&r bilé,
starsdi kultury maji stPedni rifovo-fialovou pigmentaci. P#i pa-
razitickém rdstu na Zits tvori houba st¥edn® tmavd, hnédo-fia-
lové pigmentovand sklerocia. Na diploidnim fertilnim Zit& je
primgrnéd hmotnost skleroecii 0,106 g. Sklerocia tohoto kmene,
vyrostléd na %it%Z, obsahujf némelové alkeloidy v mnoZstvi od
0,32 do 0,93 % su¥iny biomasy pii primérném obsahu 0,51 %. Mi-
vnimélné 91,5 % sumy alkaloidl je tvo¥Xeno ergokorninem, alfa-
ergokxyptinem a beta~ergokryptinem (prim¥rn¥ tvodi 94 % sumy) .
Pomdr ergokorninu ku ergokryptinim je 0,95 = 1,6 : 1 (primer
3,3 ¢ 3,1), pomér alfa-ergokryptinu ku beta~ergokryptinu Jje
1,6 = 2,7 ¢+ 1 (prémér 2,1 ¢ 1). Doprovodné alkaloidy jsou
ergometrin, ergokornam & ergokryptamy.



-5 - 4
239 8a4

Novy produkéni kmen byl vy3lechtén z plivodnd travniho kme-
ne némele, ziakaného ze tftlny lesni. Sklerocia némele ze trti-
ny obsahovala prim&rné 0,34 % némelovych alkaloidl, tvorenych
ze 64 % smési ergokorninu, alfa a beta-ergokryptinu, z 19 %
ergosinem, zbyvajicich 17 % tvorily ergokornem, ergokryptamy
a ergometrin. Po naodkovéni tohoto travniho némele na Zito byla
ziskéne sklerocia ebsahujici 0,38 % alkaloidl, z toho 73 % tvo-
¥ily ergokornin, alfa-ergokryptin a beta-ergokryptin v pomé&ru
5,3 ¢ 3,6 : 1 ; 12 % tvoril ergosin, 15 % tvofily ergokornam,
ergokryptamy a ergometrin. Vybrané sklerocium bylo prevedeno do
saprofytické kultury a fytvofené konidie byly ozarovény UV zé-
fenim. Suspenze ‘konidif byla ozarovédna zdrojem UV zéreni s vy-
konem 15 J.m =1 po dobu 280 sekund, kdy preZivalo 0,15 %
konidif. Po ozabovéni byla suspenze monokonidiové rozizolovéna.
Cely postup UV-mutegeneze a izolace byl opakovén trikrdt. Potom
byly kultury z jednotlivych monokonidiovych izoldtd naolkovény
na #ito a vznikld sklerocia byla jednotiivé analyzovéna. Z téch-
to sklerocii bylo pro dalsi ¥lecht&ni vybréno sklerocium s ob-
sahem alkaloidd 0,41 %, z toho 93 % tvorily ergokornin, alfa g
beta-ergokryptin v pomd&ru 4,2 : 2,6 : 1; 7 % tvoFily ergokornam,
ergokryptemy a ergometrin. Suspenze konidif, vykuitivovanych z
tohoto sklerocia, byla ozarovéna UV zéfenim a postup ozafovéni
kombinovany monokonidiovou izolaci byl opekovén dvakrét. Kultu-
ry z monokonidiovych izolédtd byly naodkovény na Zito. Na zékla~
d% enalyzy sklerocifi ziskanych z t&chto izoldth a infekceschop-
nosti kultur byl vybrén kmen, ktery se vyznaduje velmi dobrym
spektrem alkaloidl, minimem doprovodnych neZédoucich alkaloidl
a dlouhodobou stabilitou t&chto vlastnosti. Pfi ristu na hos-
titelské rostling p*i recentnd uZivané agrotechnice se tento
kmen vyznaduje velmi vyéokymi hektarovymi vynosy sklerocii.
Stabilita tschto vlastnostf byla potvrzena opakovanym pé&stové-
nim na #it¥ ve 4 vegetadnich obdobich. Tento kmen je predmétem
vynélezu. | |

Zpisob ku}tivace nového kmene pro ziskéni vychozi suroviny
k izolaci ergokorninu, alfa-ergokryptinu a beta-ergokryptinu
a nésledné vjrbbé findlnich produktd z t&chto alkaloidd, i pro
ziskéni vychozd surov1ny k extrakel sumy alkaloidd a nésledné
vyrobg polosyntetlckych preparétl, je doloZen v prikladé pouZi~-
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t{, aniZ by se timto p¥ikladem jakkoli omezovaly vlastnosti no-
vého kmene, zplsob jeho kultivace a pouZiti.
Piiklad pouZitis

Z potfebného objemu saprofytické kultury kmene se piipravi
vodnéd suspenze konidii. P#{sludné naredénou suspenzi konidii se
pomoci odkovaciho stroje naodkuji klasy Zita ve fdzi metdni na
ploge 1 ha. Pro naolkovani této plochy se pouZije minimdlné
5 . lOll konidii. Po 35-60 dennim rGstu na Zité s chemicky vy-
volanou samé{ sterilitou se provede sbér narostlych sklerocii
némele. Z jednoho hektaru Zita bylo ziskdno 1 066 kg suchych
sklerocii{ némele tohoto kmene, obsahujicich 0,51 % sumy alkalo-
idG, ze které bylo 94 % tvoreno ergokorninem, alfa a beta-ergo-
kryptinem ve vzdjemném poméru 3,3 ¢ 2,1 ¢ l. Ziskanéd droga by-
la vyextrahovéna, extrakty z &&sti izolovény na jednotlivé al-
kaloidy a pouZity pro vyrobu ergotoxinu, z ¢dsti pouZity pro
vyrobu polosyntetickych preparatd.
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Novy primyslovy kmen mikroorganizmu Claviceps purpurea
/Fr./ TUL. CCM F - 734, vytvéarejic{ v polni kultufe na 2it&
sklerocia v minimélnim mnoZstvi €40 kg/hs, s obsehem sumy alka-
loidd nejmén& 0, 32 % vztaZeno na sudinu biomesy, s obsahem
ergo<orninu, slfa-ergokrvptinu s beta—ergokrvbtinu nejﬁéhé
91,5 % sumy alkaloidl a se vzdjemnym pomérem'érgokorninﬁ ku
ergokryptintim miniméln& 0,95 : 1 a pom&rem slfa- ergoxrvptinu
ku betaeergokryptinu miniméln& 1,6 : 1. |
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