PRIHLASKA VYNALEZU

zveiejnéna podle § 31 zakona ¢. 527/1990 Sb.

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

a9 (22) Prihlaseno: 18.05.1993
CESKA
REPUBLIKA (40) Datum zvefejnéni ptihlasky vynalezu:  16.02.2000

(Véstnik &. 2/2000)

(21) Cislo dokumentu:

1993 -925

(13) Druh dokumentu:

51yt ClL. -

C07D 457/02
A 61K 31/48

A 61P 37/00

A3

(71) Ptihladovatel:

Mikrobiologicky ustav AVCR, Praha,

CZ;

(72) Pivodce:

Kf¥en Vladimir, Praha, CZ;
Sedmera Petr, Praha, CZ;
Havli¢ek Vladimir, Praha, CZ;

(74) Zastupce:

Patentové a licencni sluzby,
Ceskomalinska 25, Praha 6, 160 70;

(54) Nazev ptihladky vynalezu:

2-acetamido-2-deoxy-0-beta-D-
glukopyranosidy a 2 acetamido-2-deosy-0-
beta-D-galaktopyranosidy nimelovych
alkaloidi a zpusob jejich pFipravy

(57) Anotace:

CZ 1993 -925 A3

2-Acetamido-2-deoxy-O-B-D-glukopyranosidy a 2-acetamino-2-
deoxy-O-B-D-galaktopyranosidy namelovych alkaloidii -
elymoklavinu, lysergolu. 9,10 dihydrolysergolu obecného vzorce
I, chanoklavinu obecného vzorce 1 a ergometrinu obecného
vzorce ITI, kde R=R, nebo R,. Uvedené létky se pfipravi tak, Ze se
na elymoklavin lysergol, 9,10-dihydrolysergol, chanoklavin nebo
ergometrin plsobi N-acetylhexosaminidasou v pfitormnosti p-
nitrofenyl-B-N-acetylgalaktosaminidu nebo p-nitrofenyl-B-N-
acetylglukosaminidu v pufru o pH 4 aZ 7 za teploty 4 az 35°C,
nade se produkt izoluje napiiklad chromatografii na silikagelu
nebo vysoko(kinnou kapalinovou chromatografii.
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Vyrn&lez se tykd Z-acetamido-Z-decsy—-0-g-D-glukopyranosidd

Vs manr—

(R—N—acetglukosaminidd) a 2-acetamido-2-deoxy—-0-pg-D-galaktopyra-—
nosidd@ (f-N-acetgalaktosaminidd) namelovych alkaloidb-
elymoklavinu, lyseragolu, 9,10-dihydrolysergolu, chanoklavinu a

ergometrinu, jako? i zplscbu jejich pripravy.
Dosavadn{ stav techniky

Latky uvedeného typu negyly dosud pripraveny. N-acetylhexo-
saminidylové zhythky se fasto vyskytuil v mnoha glykokonjugatech a
receptorovych strukturdch (Drickamer K., Cell &7,1029 (1991).
Tyto funk&ni{ zbythky pasobi zrnafné zm&ny fyziologickych aktivit
raznych komplexQ.

Namelové alkaloidy tvord skupinu  substanci se znafnou

strukturdlni rozmanitcosti, raznymi biclogickymi aktivitami a

rozsédhlym farmakologickym poufitim. VeétEina farmakologicky
vyuZivanych latek Jsou semisyntetické derivaty prfirodnich
alkaloida. Napocjenim g-galaktosylovych zbytkd na namelové

alkaloidy (Kfen et al. Tetrahedron Lett. 33, 7235 (1992)) se
napfiklad podstatrné zvy&ujl imunomoduladnt G&inky alkaloidd ve
srovnani s aglykony.

Podstata vvpdlezu

Fredmé&tem vyndlezu jsou E—a:etamido—E—demxy—O—Q—D—g1ukopy~
ranosidy (8-N-acetglukosanimidy) a Z-acetamido-Z-deoxy-0-g~[-ga-
laktopyranosidy {(R-N-acetgalaktosaminidy) namelovych alkaloida-
elymoklavinu, lysergolu, 9, 10-dihydrolysergonlu, obecného vzorce

I, chanoklavinu obecného vzorce Il a ergometrinu cbecného vIorce
I1I:



(1)

kde poloha dvoiné vazby je A®°9 neho A?°1¢ nebo chybi

(I1)



, (111)

ve kterych R je Ri nebo Ra, pfFicem?

H,OH
HO—G 20
NHAc
OH
Ro= CH,OH
HO Q o
NHAc

Qc 2uamena aceJ&«Q

Latky obecnych vzorc@ I,I1 & III se pfipravi tak, ¥e na na-

meloveé alkaloidy elymoklavin, chancklavin, lysergol,
7,10-dihydrolysergol & ergometrin se pAsobi
g-N—acetylhexosaminidasou - tj. f-N-acetyloalaktosaminidasou nebo

R—-N-acetylglukosaminidasou, napf. =z Aspergillus oryzae nebo
z Aspergillus niger v pfitomnosti donoru  g-N-acetylhexosaminidy-—
lového zby thku, napr. p-niitrofenyl-g—-N-acetylgalaktosaminidu
p-nitrofenyl-a-N-acetylhexosaminidu v pufru o pH 4 a* 7, nate®

vysledny N-acetylhexosaminid alkaloidd se =z reakéni{ smé&si po



lyofilizaci izoluje napfiklad chromatografif na silikagelu, nebo
vysokoUufinnow kapalinovou chromatografii (HFLC). Jdako reakéniho
prastrfedku se poufivd vyhodné& fosféadtového nebho citratového pufru,

Lathky podle vyindlezu se vyznafujl imunomoduladnimi
viastnostmi & lathky obecného vzorce 111 maji  téf uterctonické

UEinky.

Nale je vyndlez: blife chjizsnén na pfikladech provedendi, ani®

by byl jimi pfedm&t vyndlezu jakkoliv omeren.
Friklad 1
Friprava fg-N-acetylgalaktosidu elyvymoklavinu

Elymoklavin (Z40 mg, 0,945 mmol), kyselina citronovd (85 mg,

0,4%Z  mmol) & p-nitrofenyl-g-N-acetylgalaktosaminid (120 mg,

0,428 mmol) se za tepla rozpusti v McllvainovE pufru (10 ml,

G,03 M,pH 4,5). Fo ochlazeni na I3 00 se ke osmési pfidé

a-N-acetylhexosa—~ minidasa & vyhodou 2z Aspergillus oryrae. Tento

enzym se pfipravi z komeréni f-galaktosidasy z Asperagillus oryzae

(Sigma, grade XI) néasledovné: 1 g pridkové p-galaktosidasy se

rozpusti ve Z0 ml destilovang vody pfi O OC. Roztok se za michint

,pfi stejné teploté nasyti{ siranem amonnym do BO % saturace.
,’buuaﬁ N . -1 se odstfed! a roztok se déle nasyti siranem

Tretpist

amornnym  do 100 ¥ saturace. Fo cca 1 hod stéand v  lednici se

-

vylouZeny precipitdt odstfed! a uschovd v lednici jako suspenze
v nasycenégm roztoku siranu amonného.

Fro 10 ml reakdéni smEsi se poufije mno¥fstvi enzymu
odpovidajci 250 mg pdvodni galaktosidasy.

Glykaosyla&ni reakce se sleduje pomoc 1 vyeokadfinng
kapalinové chromatografie (HFLC) (kolona Macherey-Nagel Nuclecosil

S, C-18, mobiind fiaze metharnol: voda: amoniak = 40 1 &0 ¢ O,02).

Fdy2 produkce glykosidu doséhne Mmaxima, reakce se pfrerus{



povarenim a uvoalnény p-nitrofencl se odstrani sxwtrakci etherem.
Reakdni amés =1 lyofilizuje, PEVNY zhytek se rozpusti
v metharnolu, & d&li chromatografii na silikagelu (methanol :
dichlormethan @ amoniak = 20 1 80 ¢ O,1), glykosidy se eluujl

aenési {(methanol @ dichlormethan : ethanol @@ voda @ amoniak = 35

: &0 : 10 : a2 : 0,13, Vyt&Eiek elymaklavin
~M-zacetyvlgalkaktosaminidu podle HFLC  je cca 19 %, izolovany

s

vyt&felk je cca 12,95 %.
Struktura produk tu by la potvirzena mEFenim nukleirnd

magnetické reronance a hmotovou spektrometrii.
2-fAcetamido—-2-deasy-0-g~-0O-galaktopyrancsid elymoklavinu

iH NMR (400 MHz, CO:0D, 28 0C): Z.014 =, T H (Ac)y Z2.583 =
H (N=-CHzY; 2Z.656 ddd, 1 H (H-5, j(4e,5)=3.?, J{4a,3)=11.7,
S, 10)=2.3)s 2,780 ddd, 1 H (H-4a, J(Z,4z)=1.7, J{4&,4e)=14.0);
F.030 dddd, 1 H (H-7e, J(7a,7e)=15.%, M{7e,7)=2.0, J(7e,10)=4,0,
J(7e,17)=0.4)sy 3.348 dd, 1 H (H-4e); =.481 ddd, 1 H (H&",
J(4°, 5 )=1.1, IS ,6"'d)=7.7, J(E ,6"wW)=4.1)3 3.603 dd, 1 H (H-3",
J27,3)=10,7, J(3',4")=3,3Yy 3.634 ddd, 1 H {H-7a, J3{(7a,9)=0.8,
J(7a ,10)=2,1)5 Z.705 dd, 1 H (H-6"u, J(&'d,&"wi=11.6)3 Z.B10 dd,
1 H (H-4")s Z.830 m, 1 H (H-10)3; Z.86% dd, 1 H (H-&'d)s; 2.987 dd,
1 H (H=-27, J(17,2')=8.5}3 222 dddd, 1 H (H-17u, J(?2,17uw)=1.0,
JO10,17u)=1.,7, J17d,17w=12.2) 5 4.310 ddd, 1 H (H-17d,
J{F,17d)=1.0, J(10,17d)=1.2)3 4.425 d, 1 H (H-1")3; &.526 m, 1
H (H=-%)3 6.9223 dgdd, 1 H (H-12Z, J(10,12)=1.4, J(12,12)=7.0,
J(12,14)=0.7); 6.940 d, 1 H (H-2)3 7.079 dd, I H (H-173,
JO13,14)=8.2)y 7.16& ddd, 1 H (H=-14, J(10,14)=1.0).
1= NMR (100 MHz, CD=OD, 25 0C): 23,45 g (Ac)y 27.49 t (C-3),
41,20 q (N-CHz), 42.08 d (C-10), S4.54 d (C-2°

-r

—

Y, IB.0T t (C-7),

.40 t (C-&67), 66,13 d (C-5), 70.22 (C-4"), 73.20 t (C-17),
73.5% d (C-37), 77.47 d (C-37), 102.4% d (C-1"), 110.40
d (C-14), 111.61 s (C-3), 113.33 d «(C-12), 120.04 d (C-2),

1272.71 d (C-13), 124.B3 d (C-9), 127.73 s (C-1&), 131.88

s (C-8), 134.25 s (C-11), 1335.5%9 s (C-1%), 174.28 = (C=0).



EI-ME ¢ m/z, (Z) 487 (M+, 0.2Z%), 2Z53.1350 (CisHivyNal, vypoétenc

257.1341,  t1%), 238 (12),  237.1416 (CisHi7Na, vypodteno
ZI7.1392, 38), 236.1329 (CisHisMNz, vypodteno 236.131F, 100), 235
(74), 234 (18), 1IT (21), 232 (12), 2Z1.1035 (CisHizMz, vypoltenc

221.107%, 148), Z20 (13), 219.0921 (CieHiiNz, vypolteno Z19.0922,

2E), 207 (7)), ZOS (B, 192 (15), 167.0712 (CioHe N, vypolteno
167.0735, 15, 154,045 (Ci1HaN, vypodtenac 124.0657, 28),

59.0204 (CaHeND), vypodteno S9.0371,6), 47.0180 (CaHz0, vypoéteno
Z.0184, Z2).
Frotonizovany molekularni  ion CI-MS(NHz): 458.2319 (CoaHziNzOs,

vypolteno 458.2291).

Friklad 2

Friprava MN-acetylgalaktosaminidd lyseroolu, ?,10-dihydrolysergolu,

chanoklavinu a ergometrinu.

Glykosylace uvedenych alkaloid® se provadi stejing jako je
uvedeno v pfikladu 1, s tim rozdilem, %e se poufiji ekvimolérni
mroZstvi dal&ich alkaloid@. Vyt&Efky (vztafeno na aglykon)
N-acetylgalaktosaminidd lysergolu  (12¥%), dihydrolysergolu (10%),
charoklavinu (14%), ergometrinu (7,3%). Uvedemé latky byly
izolaovany & spektrilng charakterizovany jak je uvedeno v pfikladu
i.

Friklad =

Friprava fa—N-acetylglukosaminidu elymoklavinu

Elymoklavin (240 mg, 0,745 mmol), kyselina citronové (85 mg,
0,42 mmol ) a p-nitrofenyl—-a-N-acetylglukosaminid (150 mg, ,438)
s& za tepla rozpusti v Mcllvainové pufru (10 ml, 0,05 M, pH 4,5).
Fo ochlazeni na I3 00 se ke smési pridé B—N-acetylheiosaminidasa

s vyhodou z Aspergellus oryzae pripraveny dle postupu uvederndého v
prikladu 1.



Fra 10 ml reakdéni

cdpovidajici 300 mg plvodni
Glykaosyla®ni reakce

Macherey—-Nagel Mucleosil 5

: amoniak = 40 @ A&D s
Mmaxima, reakce se  prerudi

O,02).

smési se pouije mnod3stvd  enzymu

galaktosidasy.

se zleduje pomoci  HFLC (kolona
, C=-18, mobilni f4ze methanol @ voda

FdyE produbkce glykosidu dosidbhne

povarfenim, uvolngny p-nitrofernol =1=]

odstrani extrakcd etherem. Reakdéni{ smé&s se lyofilizulie, pPRVY
zbytek <c= rozpusty v methanclu  a d&li chromatogratii na

silikagelu (methanol :

dichlormethan :

amoniak = 20 1 80 ¢ 0,1,

glykosidy se eluuii sméEsi (mzthancl ¢+ dichlormethan 1 ethanol i
voda ¢ amoniak = 35 3 60 3 10 1 8 3 0,1). VytEiek elymoklavin
g-N-acetylglukosaminidu podle HFLC je cca 11,5 %, izolavany
vyt&iek je cca 7,9%.

Struktura produk tu byla potvrzena mErenim  nukledrni

magnetické

Elymoklavin

rezonance a hinotovou

Z-acetamido-Z-decsy-0-¢&

aspektrometrif.

~D—-glukapyranosid

PHONMR S (400 MHz, CD=x0OD, 25 0CY: 2.017 s, T H (Ac)y Z.570 s,

H (N-CHz); Z2.63% ddd, 1 H (H-5, J (4e, 5)=7%.9, J {(4a, S)=11.7,
J (5, 10=9.2)s 2,762 ddd, 1 H (H-4a, Jd (2, 4a)=1.6, J (3a,
4e)=1%.9); IZ.0Z22 dddd, 1 H (H-7e, J (7a, 7e)=15.9, J (7e,
M=1.2, J (7, 10)=3.8, J (7e, 17wW=1.0)3; 3.25%4 dd, 1 H (H-4',
JOCET, 47y=8.4, J (47, §)=F.46)3 3F.273 ddd, 1 H (H-5", J (5,
&'di=1.8, J (37, & wWI=b.h); Z.334 dd, 1 H (H-4e); 3.471 dd, i
H (H=37, J (2°, Z)=10.3)3; 3.60%9 ddd, 1 H (H-7a, J (7a, $)=0.7,
J (7a, 10)=0.7)s Z.668 dd, 1 H (H=&'u, J (&'d, &'w)=11.9)y I.725
dd, 1 H (H-2', J (1", 2)=8.5); 3.816 m, 1 H (H-10)3; 3.930 dd,
1 H (H-&"dis 4.207 ddd, 1 H (H=17uw, J (17d, 17wW=12.73,
J (7,170 0y 3 (10, 17wW=1.4)3 4.278 ddd, 1 H (H-17d, J (%,
17d)=1.3, J (10, 17d)=1.2)3; 4.453 d, 1 H (H-1'); &.519 m, 1
H (H=2)3 6.918 ddd, 1 H (H-12, J (10, 12)=0,7, J (172, 13)=7.1,
d (12, 14)=0.8)3 6.924 d (H-2)3; 7.076 dd, 1 H (H-1Z%, J (i3,
14)=8.1)3 7.171 ddd, 1 H (H-14, J (10, 14)=0.7).

1€ NMR (100 MHz, COLOD,25 OC): 23.44 q (Ac), 27.346 t (C-4),



41.14 q (N-Me), 41.97 d (C-10), &7.59 d (C-2"), &7.88 t (C-7),
£T.62 t (C-&'), 66.07 d (C~-5), 72.72 d (C-47), 73.28 t (C-17),
76.38 d (C-Z27), 78.859 d (C-5'), 102,13 d (C-1"), 110.48
d (C-14), 111.43 s (C-3), 113.38 d (C-12), 120.13 d (€C-2),
27.74 d (C-13), 124.87 d (C-9), 127.67 s (C~-16), 131.67
s (C-8), 134,00 s (C~-11), 135.54 s (C-13), 173.98 & (C=0).

EI-MS :m/z (Z) 457 (M+,0.2%), Z53.1330 (CieHi7N20, vypolteno
25353.1341, I3, 238 (23, 237.1400 (CisHi7N2 , vypolteno
237.139&, 51), 2F6.1F35 (CieHiegNo, vypoéteno 23601313, 100), 235
(72), 234 (31), 233 (60), Z3Z (Z9), 221.1045 (CieHizNa, vypodtenc
221.1079, 19), 220 (21), 219.0921 (Ci=sHiiNa, vypoéteno 219.092%,
22y, 207 (9), 205 (11), 192 (9), 147.0694 (CizHeN, vypoftenc
167.07335, &), 154.0622 (CiiHsN, vypofteno 154.0657, 10), 59,0357
(CaHeNO, vypotteno S2.0371, S, 43,0187 (CaHz0, vypottenao
43.0184, 18).

Molekularnt ion protonizovany MSCI @ 45B.Z300 (CogHziN=0s ,

vypolteno 458.2291)

Friklad 4

Friprava

R-N-acetylglukosaminidu

elymoklavinu

pomoc i

f-N-acetylglukosaminidas razného pavodu

Friprava g-N-acetylglukosaminidu elymoklavinu se provadi jak
prikladu 3 tim

R—-N-acetylhexosaminidasy = Aspergillus

je uvedeno v 5 rozdilem, e misto

oryzae se poufije o

vyhodou &-N-acetylglukosaminidasa = Aspergillus niger (Sigma) v
mrio¥stvi 26 U/ml & Mcllvain@v pufr o pH 4,0 nebo 8-N-acetylglu-
hovézich

McIlvaindy pufr o pH 4,25.

kosaminidasa = ledvin  (Sigma) v mno¥stvi 13 U/ml &



Priklad 5

Priprava N-acetylglukosaminidd 1lysergolu, 9,10-dihydrolysergolu,

chanoklavinu a ergometrinu

Glykosylace uvedenych alkaloidid se provadi stejné jako je
uvedeno v prikladu 3 nebo 4 s tim rozdilem, Ze se pouZiji
ekvimolarni mnozstvi dalsich alkaloida. Vytéiky (vztaZeno na
aglykon, dle postupu v prikladu 3) N-acetylglukosaminidu
lysergolu (9%), dihydrolysergou (8%), chanoklavinu (11%),
ergometrinu (7,5%). Uvedené 1latky byly izolovany a spektralné
charakterizovany jak je uvedeno v prikladu 1.

Chanoklavin, kde R=R, je charakterizovan hmotovym spektrem
m/z (%): 460 (M+H)+, 442(2), 428(2), 257(10), 239(100), 204(3) a
NMR spektrem (400 MHz, CD40D, 25°C) protonovym: 7,033 (H-2),
2,952 (H-4a), 3,347 (H-4e), 3,189 (H-5), 1,893 (H-7a), 1,893
(H-7e), 5.458 (H-9), 4,083 (H-10), 6,713 (H-12), 7,073 (H-13),
7,207 (H-14), 4,370 (H-17d), 4,079 (H-17u), 2,603 (NCH;), 4,467
(H-1 ), 3,676 (H-2 ), 3,487 (H-3 ), 3,284 (H-4 ), 3,258 (H-5 ),
3,907 (H-6 d), 3,701 (H-6 u), 1,755 (Ac)

Ergometrin, kde R=R, je charakterizovan hmotovym spektrem
m/z (%): 529 (M+H)+, 511(2), 497 (1), 326 (100), 308 (2), 204(4)
a NMR spektrem (400 MHz, CD30D, 25 Oc) protonovym: 6,986 (H-2),
2,710 (H-4aP)), 3,590 (H-4eP)), 3,106 (H-5), 2,835 (H-7a), 3,205
(H-7e), 3,634 (H-8), 6,452 (H-9), 7,193 (H-12), 7,119 (H-13),
7,219 (H-14), 2,662 (N-Me), 4,150 (H-a), 1,186 (H-B), 3,881
(H- d), 3,579 (H-B u), 4,433 (H-1 ), 3,768 (H-2 ), 3,481 (H-3 ),
3,322 (H-4 ), 3,310 (H-5 ), 3,914 (H-6 d), 3,704 (H-6 u), 2,014
(Ac)

Biologické testy novych latek

Nové pripravené glykosidy namelovych alkaloidd byly testovany na
imunomodulaé¢ni aktivitu, tj., predev$éim na posileni imunitniho
systému v obrané proti nadorovym onemocnénim.

Postup testovani:

Mononukledrni bunky 2z periferni krve (PBMC) byly =ziskany z
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heparinizované krve (Heparin, Spofa, CR, 5 IU/ml) po separaci na
hustotnim gradientu Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Sigma, USA).
Bunky byly resuspendovany Vv kompletnim kultivaénim mediu.
Aktivované NK-obohacené lymfoblasty byly pFipraveny po 10 denni
kultivaci v PBMC kulture RPMI8866 B lymfoblastoidnich bunék
ozéfenYcha/—zéfenim o davce 50 Gy (Perusia B., Ramoni C., Anegon
A., Cuturi M.C., Faust J., Trinchieri G.: Nat.Immun. Cell Growth
Regul. 6, 171, (1987).

Dlouhodobé kultivace byly provadény v mediu RPMI-1640 obohaceném
L-glutaminem a antibiotiky a dédle 10% fetdlnim telecim serem
(Biocom, Brno CR). Inkubace byla provadéna pri 37% ve zvlh&ované
atmosfére obsahujici 5% CO,. N&dorové cilové buriky pro stanoveni
aktivity NK-bunék: K562 [ECACC, #85011407], 1lidské myeloidni
leukemické lymfoblasty RAJI [ECACC,f85011413], lidské T-bunécné
leukemické lymfoblasty byly ziskdny ze sbirky ECACC (Salisbury,
UK) .

Efektorové bunky v koncentraci 2.105/m1 byly inkubovany s
cilovymi burikkami oznac¢enymi 5lcr v konc. 1.10%/m1 po 4 hodiny na
mikrotitrac¢ni desticce. Po inkubaci byla radioaktivita
supernatantu odecitana pomoci 7/—scintilétoru. VSechny testy byly
provadény trikrat. Samovolné uvolnéni radiaktivniho chromu bylo
méfeno po inkubaci bez efektorovych bunék. Procento specifické

lyse bylo vypoc¢teno dle nadsledujiciho vzorce:

exp.cpm-spont.cpm
% cytotoxicity = x 100

max.spm-spont.cpm

kde, exp.cpm (= po¢et rozpadi za minutu) je prumérnd hodnota cpm
v pritomnosti efektorovych bunék, spont.cpm je uvolnéni
radioaktivity bez efektorovych bunék a max. cpm je 40% celkového
radioaktivniho chromu inkorporovaného do cilovych nadorovych
bunék.
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Testované glykosidy alkaloidu byly pridavany k efektorovym burikam
v ruznych koncentracich 107® a3 10715 y a byl méfen jejich efekt
ve srovnani s kontrolami (bez pridavku té&chto latek).

PEi testovani novych 1latek bylo dosazeno nasledujicich
vysledku:
2—Acetamido—2-deoxy—ij—D—glukopyranosid elymoklavinu a 2—acetamido:
-Z—deoxy—OjP-D-galaktopyranosid elymoklavinu zvysuji cytotoxicitu
PBMC bunék (trida bilych krvinek) va&i NK-senzitivnim (K562) a
NK-rezistentnim (RAJI)1 nadorovym liniim, ve srovnani se samotnym
elymoklavinenm, o 20?%0%. U&innéjsi latkou se  jevi
2—acetamido—2—deoxy-ojp—D—glukopyranosid elymoklavinu.

Prumyslovd vyuZitelnost
S/O'L{Cevuua/

Zpusebu podle vyndlezu lze vyuzit predevéim ve farmacii a
imunologii.
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FPATENTOVE NAROKY

i. E—pcetamida—?—deamy—o—a—ﬂ~glukmpyranusidy a Z~acetamino-i-
—-deoxy-0-g-0-galaktopyrancsidy namelovych alkalcocidd -
glymoklavinu, lysergolu, 9,10~dihydrolysergolu cbecného vzorce
1, chancklavinu checného vzorce 11 & ergometrinu obecnéeho

vzorce 111:

(1)

(I1)



HN ' (111)

ve kterych R je Ri nebo Ro, pfidem?

CH,OH
HO 2
HO Qo
Ry =
NHAc
OH
Fa = CH,OH
HO
Q0o
NHAc
Koe Nc 2nameua acetol .
¢+ Pyvanas ole’ havclay
ZrQsob  pripravy Hikek podle bedu 1 vyznafeny tim, 22 se& na
elymoklavin, lysergol, 9,10-dihydrolysergeol, chanoklavin nebo
ergometrin pAsohi N—acetylheaasaminidasnu v pritomnosti

p-nitrofenyl-g-N-acetylgalaktosaminidu rebo p-nitrofenyl-g-N-
acetylglukosaminidu v pufru o pH 4 a% 7 za teploty 4 a% T."-EEC,
natte? S produkt izoluje napfiklad chromatografii na

silikagelu nebo vysokot&innou kapalinovou chromatografii.
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