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CZ 279 877 B6

Nézev vyndlezu:

Novy primyslovy kmen mikroorganismu
druhu Claviceps purpurea (Fr.) Tul.,, CCM
8058

Anotace:

Utelem feseni je zabezpeteni vychozi suroviny
pro vyrobu ndmelového alkoloidu ergokristinu a
nasledné kyseliny lysergové a polosyntetickych
alkaloidtl a vyroba lékovych forem t&chto alka-
loidfi. Surovinou pro tyto vyroby jsou namelova
sklerocia. Uvedeného tiéelu se dosdhne vypésto-
vanim sklerocii nového prumyslového kmene
Claviceps purpurea (Fr.)Tul. CCM 8058 parazit-
ni kultivaci na Zité a pouZitim téchto sklerocii k
vyrobé substanc{ ergokristinu, kyseliny lysergo-
vé a polosyntetickych namelovych alkaloidd.
Sklerocia obsahuji minimélné 0,73 % namelo-
vych alkaloidli, z nich je minimalné 80,4 %
tvoreno ergokristinem.
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Primyslovy Xkmen mikroorganismu druhu Claviceps purpurea (Fr.)
Tul., CCM 8058.

Oblast techniky

Vynalez se tyka prumyslového kmene mikroorganismu urdeného
k produkci namelového alkaloidu ergokristinu a dalsSich alkaloidu
za podminek parazitni kultivace na Zité pro potreby farmaceutic-
kého prumyslu.

Dosavadni stav techniky

Ergokristin je namelovy alkaloid chemického vzorce:

CH; CHj
N

HN

Izolovali jej a jeho strukturu popsali poprvé Stoll A. a Burck-
hadt E. (Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 250, 1, 1937). Ergokris-
- tin je vyznamnou léc¢ivou substanci. V humdnni mediciné je pouzi-
van bud samostatné, nebo v lékovych formdch ve smésich s jinymi
namelovym alkaloidy, ergokryptiny a ergokorninem. Lze jej vyuzZit
i jako zdroj kyseliny lysergové pro naslednou vyrobu polosynte-
tickych derivatli namelovych alkaloidd, vyuzZitelnych v humanni
i veterinarni mediciné. Pro vyrobu ergokristinu se pouzivaji prua-
myslové kmeny mikroorganismu Claviceps purpurea. Ergokristin lze
ziskavat saprofytni kultivaci za podminek submersni fermentace
(Mantle P. G. in Smith J. E., Berry D. R., The Filamentous Fungi,
Vol. 1, Arnold, London, 1974; Floss H. G., Annu, Proc. Phytochen.
Soc. Eur., 17, 249, 1980; Kobel H., Sanglier J. J. in FEMS Sympo-
sium No. 5, 233 1978; Spalla C., Annu, Proc. Phytochem. Soc.
Eur., 17, 271, 1980; Udvardy Nagy E., Process Biochem. 15, 5,
1980; BRD pat. 1, 806.984; CH pat. 523.964, prihldska patentu
23. 12. 82-DD-246422 22.08. 84)) nebo parazitni kultivaci na 2Zi-
té, které je hostitelskou rostlinou (Kobel H., Sanglier J.-J. in
Rehm H.-J., Reed G., Biotechnology, Vol. 4, VCH Verlagsgesell-
schaft, Weinheim, 1986; Young J. CH., J. Environ, Sci. Health,
P.B., 1, 83, 1981; Vasarbely G., Udvardy E, Agrartud. Kozl. 39,
1/2, 324, 1980; Shaw B. J., Mantle P. G., Trans, Brit. mycol.
Soc. 75, 77, 1980; Clark B.J. in Parnham M.J., Bruinvels J.,
Discoveries in Pharmacology, Vol.2, Elsevier Sci, Publ., Amster-
dam, 1984; BRD pat. 3,006.989; belg. pat. 881.864; prihlasky
patentu 30. 07. 82-HU-002447 (28. 06. 84), 30. 07. 82-HU-002446
(28. 06. 84)).
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Podstata vynalezu

Podstatou vyndlezu je novy prumyslovy kmen mikroorganismu
Claviceps purpurea (Fr.) Tul., CCM 8058 uloZeny v Ceskoslovenské
sbirce mikroorganismi Masarykovy university, Jo&tova 10, 662 43
Brno, vytvarejici v polni kulturfe na Zité sklerocia s obsahem su-
my alkaloidd minimdlné 0,7 % vztaZeno na sus$inu biomasy a s obsa-
hem ergokristinu minimdlné 80,4 % sumy alkaloidd. Tento novy kmen
umozZiuje zefektivnit extrakéni a izolaéni postupy pri vyrobé
ergokristinu, XKkyseliny 1lysergové a polosyntetickych derivatu
namelovych alkaloidll podstatnym zvySenim vytéZnosti téchto postu-
pli. ZvysSena vytéZnost je dana velmi vysokym obsahem ergokristinu
ve sklerociich nového kmene ve srovnani s ostatnimi dosud uziva-
nymi typy sklerocii. Obsah alkaloida ve sklerociich nového kmene
CCM 8058 dosahuje 0,73 % aZz 2,66 % suSiny biomasy, pridemZ obsah
ergokristinu je 0,58 % aZ 2,14 % su$iny biomasy. Dal$i vyhodou
nového Kkmene je schopnost dosahovat velmi vysokych hektarovych
vynosu, srovnatelnych s jinymi vysokoprodukénimi kmeny Claviceps
purpurea (napriklad CCM 8057, CCM F-755, CCM F-743). Polni kulti-
vace noveého kmene s vysokym obsahem alkaloidl pri vysokych hekta-
rovych vynosech sklerocii vede k ulspofe zemédélské pudy potrebné
k vyprodukovani stejného mnoZstvi alkaloidl v porovnani s kulti-
vaci kmene CCM F-722 (&s. autorské osvédéeni ¢&. 222 145) nebo
s vyuZitim stimulace produkce podle CS 277 588. Vyhodou je
i odlisné zbarveni sklerocii nového kmene oproti sklerociim
ostatnich prumyslovych kmenG C. purpurea, které usnadnuje identi-
fikaci drogy nového kmene pri veskeré manipulaci.

Popis vlastnosti nového kmene:

Pri saprofytni kultivaci na sladinovém médiu ztuZeném agarem
tvori houba kolonie z typického sfaceliového vzdus$ného mycelia.
Mycelium je bilé, vétvené, postranni hyfy jsou ukonéeny konidio-
gennimi bunkami. Konidie maji primérné rozméry 9 x 5 um.

Pri parazitni kultivaci na Zité tvori houba zpoc¢atku svétla,
béZova, pozdéji Sedohnédd sklerocia o vaze v rozmezi 0,010 aZz
0,120 g (primér 0,062 g). Sklerocia obsahuji namelové alkaloidy
v mnoZstvi 0,73 aZ 2,66 % suSiny biomasy pri prumérném obsahu
1,26 %. Minimalné 80,4 %, primérné 82,8 % sumy alkaloidu je tvo-
reno ergokristinem. Zbytek je tvoren doprovodnymi alkaloidy
a-ergokryptinem, ergometrinem a klavinovymi alkaloidy.

Novy pruUmyslovy kmen CCM 8058 byl vyslechtén 2z puavodniho
produkéniho kmene CCM F-722. Sklerocium tohoto kmene s obsahem
1,05 % alkaloidu bylo prevedeno do saprofytni kultury a vytvorené

konidie byly ozafovany UV zarenim o vykonu #5 I m 2 s~! po dobu

220 s, kdy prezivalo 0,25 % konidii. Po ozarovani byla suspense
konidii monosporicky rozizolovana. Cely postup UV mutageneze byl
opakovan 3x. Potom byly kultury 2z jednotlivych monokonidiovych
zolath naockovany na Zito. Byl proveden screening podle obsahu
egokristinu +ve sklerociich. K dalsimu $lechténi bylo vybrano
sklerocium svétle hnédé barvy, které obsahovalo 1,03 % alkaloidu,
ergokristinu 0,98 %. Toto sklerocium bylo prevedeno do daprofytni
kultury a opét podrobeno UV mutagenezi za stejnych podminek.
Monokonidiové izolaty byly testovany na Zité. Ze ziskanych skle-~
rocii bylo vybrdno svétle hnédé sklerocium s nejvyssi sumou alka-
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loida, tj. 1,3 %, které bylo prevedeno do saprofytni kultury
a suspenze konidii byla podrobena postupu UV mutageneze za shora
uvedenych podminek. Monokonidiové izolaty byly naodkovany na
Zito. Ziskand sklerocia byla analyzovdna a k dal$imu testovani
vybrana ta svétle hnédad sklerocia, kterad vykazovala zvysSeni obsa-
hu ergokristinu oproti pavodnimu izolatu. Tato sklerocia byla
prevedena do saprofytni kultury, vyodkovdna na Zito a hodnocena
podle vysSky obsahu ergokristinu s prihlédnutim Xk zastoupeni
doprovodnych alkaloidd a podle infekceschopnosti (vyse hektaro-
vych vynosu) na Zité. Takto vybrany optimdlni izolat byl depono-
vdn v Cs. sbirce mikroorganismi pod cislem CCM 8058. Stabilita
vlastnosti nového kmene byla potvrzena opakovanou kultivaci na
2ité ve 3 vegetacnich obdobich na 6 lokalitéach.

PouZiti vynadlezu je ddle popsano v prikladu provedeni, aniz

by se timto prikladem jakkoli omezoval zplsob kultivace, pouziti
a vlastnosti nového kmene.

Priklad provedeni vyndlezu

Z potrebného mnozZstvi trvanlivé suché nameloviny kmene CCM
8058 vyrobené podle CS patentu 276530 se pripravi vhodnd suspenze
konidii. Touto suspenzi konidili se pomoci oc¢kovaciho stroje naodé-
kuji klasy Zita ve fazi metdni tak, Ze se na plochu 1 ha pouZije
1,6.101 klicenych konidii. Po 35 dennim ristu na Zité se provede
predsbér a po dalsich 20 dnech sbér narostlych sklerocii néamele.
Z 1 ha bylo ziskdno 710 kg suchych sklerocii némele obsahujicich
v pruméru 1,26 % sumy alkaloidud, ze které bylo 82,8 % tvoreno
ergokristinem, zbytek tvoril ergometrin, a-ergokryptin a klavino-
vé alkaloidy.

Ziskanad droga byla vyextrahovdna, ergokristin vyizolovan
a zCasti pouZit pro vyrobu 1lékovych forem ergokristinu a ergoto-
xinu, zcéasti pro vyrobu kyseliny lysergové a polosyntetickych
derivatl namelovych alkaloidd. Vyextrahované doprovodné alkaloidy
byly pouzity pro vyrobu kyseliny 1lysergové a polosyntetickych
derivatu.

Primyslova vyuZitelnost

Vyndlez je vyuZitelny ve farmaceutickém pruimyslu jako kvali-
tativné novy 2zdroj namelovych alkaloidli pro vyrobu substanci
a lékovych forem ergokristinu, kyseliny lysergové a polosyntetic-
kych derivatl namelovych alkaloidd, vyuZivanych v humdnni a vete-
rindrni mediciné.



CZ 279877 B6

PATENTOVE NAROKY

Primyslovy kmen mikroorganismu Claviceps purpurea (Fr.)
Tul., CCM 8058, ktery v polni kultufe na 2ité vytvari sklerocia
S obsahem sumy alkaloidd minimdlné 0,73 % vztaZeno na suginu bio-
masy a s obsahem ergokristinu minimdlné 80,4 % sumy alkaloidu.

Konec dokumentu
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