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Zpiisob p¥ipravy ndmelovych alkaloidit

1 2

Vynélez se tykd zplisobu pfipravy analogl
ndmelovych alkaloidd obecného vzorce:

N
NF

které se prirozené& nevyskytuji, kvasnym po-
stupem za pouZiti urditych mutantnich kme-
nit Claviceps purpurea.

Nové nédmelové alkalo:dy vykazuji rtizné
farmakologické aktivity jako vasokonstriké-
ni aktivitu, adrenolytickou aktivitu a aktivi-
tu na centralni nervovy systém.
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Vynélez se tyk4 zplUsobu pripravy nédme-
lovgch alkaloidfi, pfirozend se nevyskytuji-
cich, kvasnym postupem s uréitymi mutant-
nimi kmeny Claviceps purpurea za pfitom-
nosti vhodnych aminokyselin jako prekur-
zorl. Je dobPe zndmo, Ze nédmelové alkaloi-
dy jsou amidy kyseliny lysergové, které ob-
sahuji cyklolpeptidovy podil, biochemicky
odvozeny z vhodné kondenzace ti¥{ aminoky-
selin, z nichZ jedna tj. prolin je pFitomna
vZdy. Cyklolovy zbytek zahrnuje v piipadé
ergotaminu, kde R1 = CHj3; R2 = CH2CsHs5,
jednu molekulu fenylalaninu a jednu alfa-
-hydroxyalaninu; v p¥ipadé ergokristiny,
kde R1 = CH(CH3)2; R2 = CH2CsHs, zahrnuje

jednu molekulu fenylalaninu a jednu alfa- --

-hydroxyvalinu; v pifipadé ergokryptinu, kde
Ri = CH{CH3)2; Rz = CH20H[CH3)2, zahr-
nuje jednu molekulu leucinu a jednu mole-
“kulu alfa-hydroxyvalinu.

Prekvapivé bylo zji$téno, Ze kmeny C. pur-
purea, které byly dFfive podrobeny plsobeni
mutagenniho.inidla, takZe nebyly schopné
riist v nepflt-omnnsti nehydroxylovanych a-
minokyselin, tj. fenylalaninu nebo leucinu,
jsou schopné tvorit alkaloidy obsahujici ja-
ko termindlni aminokyselinu analogickou
slouteninu "pFfitomnou v médiu, pokud ros-

tou v pfitomnostl aminokyseliny, na nf byly .

mutagenrié zdvislost vytvofena a jejich ana-
logickych' slou€enin. Znatnd vyssi vytszky
alkaloidfi ‘obsahujictho analog ammokyseh—

kvaseni, -zndmém jako ,,trofofaze se piida
malé mn‘oz’stv1 vyZadované ammokyselmy a
ve druhem stupni kva8eni, zndmém jako ,,
diofdze” nésleduje pr1dan1 velkého mnoz—
" stvi analégické sloudeniny.

PouZité “kmeny jsou zndmymi producenty
nédmelov§ch alkaloidd v submerzni kultu¥e
jak byly ‘popsdny Fadou autordl jako Spalla
C. v Genetic of Ind. Microorganismus, Aca-
demia, Praha 1973, 393; Floss H. G. et al,,
Phytocher’n’stry, vol. 8, 141, 1974). Kmeny
jeZ mohou zejména byt pouZity jsou: C. pur-
purea ATCC 15383, producent ergotaminu,
popsany ‘v amemckem patentovém spisu €.
3276 972;°C. purpurea ATCC 20103, produ-
cent ergokrlstmu popsén v americkém pa-
tentovém’ spisu €. 3567583 a C. purpurea
ATCC 20019, preducent ergokryptinu, popsa-
ny v amerlckem patentovém spisu <&islo
3485 722.

Podstata vyndlezu spotivd v tom, Ze vyt-
varl zpGsob pripravy ndmelovych alkaloidt
vzorce

4
»Cyklolpeptidovy podil®

a jejich 9,10 dihydroderivdtd kde Ri je vy-
brano ze skupiny zahrnujici metyl, etyl a
izopropyl; Rz je vybrdno ze skupiny zahrnu-
jch

- - ]
CH—@, CH -E'Sj /CH-E_@
H
. .
*CH—@ l-CHz-@
N

ny je moZné ziskat tak, Ze v prvmm stupni . : .
haloge-nem sub‘stltuovano‘u linedrni C3—Cs

alkyl-skupinu a halogenem substituovanou
izobutyl-skupinu, R3 je vybrdno ze skupiny
zahrnujict C1—Cq4 alkyl a halogen kvasnym
postupemn. .

Podle daldiho vytvoi‘em vynélezu se kme:
ny Claviceps purpurea ATCC 15383, ATCC
20103 nebo ATCC 20019, které byly pi‘e‘de‘m
pdsobenim mutagenni ldtkou zmutovény
tak, Ze nebyly schopny rfistu v nepiitomnos-
ti nehydroxylovanych aminokyselin, p8stuji
za aerobnich podminek, pfi teplot& 23°C, v
kapalném médiu o pH 5,2 asi po dva tydny
v pi‘ltomnostl sachar6zy jako zdroje uhliku,
citronanu amonného jako zdroje dusiku a
sfiranu hofefnatého a priméarniho fosfored-
nanu draselného jako zdrojQ siry a fosforu
a v pFitomnosti nehydroxylované aminoky-
seliny, pfi¢emZ vzniknou Z4dané sloudeniny
vzorce I, jeZ se extrahuji, izoluji a pfipadné
purifikuji chromatografii na silikagelové ko-
lon&,

- Podle dalsiho v§hodného vytvoreni vyné&-
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lezu jsou pouZitymi nehydroxylovanymi a-
minokyselinami leucin, halogenem substitu-
ovany fenylalanin, fenylalanin nebo jeho i-
zostery, thienylalanin, alfa a beta pyrazolyl-
alanin, furylalanin, pyridylalanin, linedrni
Cz—C7 alfa aminokyselina nebo pfirodni ha-
logenem substituovand aminokyselina,
Nové nadmelové alkaloidy vzorce (1) vyka-
zuji zajimavé farmakologické aktivity, uda-
né v tabulce I, jeZ jsou zdvislé na radika-
lech Rt a Rz a kromé& toho se tyto aktivity
mohou lisit, je-li dvojnd vazba v poloze 9 aZ
10 pfitomna, nebo je-li odstran&na hydroge-
naci. :

8

Napfiklad nové derivdaty (I), kde Ri je
CHs a Rz je substituovany benzyl vykazujici

'vasokonstrikéni aktivitu a proto mohou byt

vyuZity pfi 16Cb8 migrény. Na druhé strang
nové derivdty (I), kde R1 je izopropyl a Rz
je budto substituovany benzyl a nebo alifa-
ticky Fetézec a kde dvojné vazba 9 aZ 10 je
také hydrogenovana, vykazuji adrenolytic-
kou aktivitu a aktivitu na centrdlni nervo-
vy systém, a proto mochou byt pouZity pfi
16¢b& vysokého krevniho tlaku.

frommmn s gt

RIAPY

Tabulka I

w-adrenergickd blokada

Slou€enina In vitro (a} In vivo (b} LDso (my§)
ICs0 mcg/ml EDso mg/kg i. v. (c) mg/kg i. v.

ergotamin 0,07 0,2 70
5‘-debenzyl-5'-p-chlorobenzyl
ergotamin 0,03 01 . 100
dihydroergotamin 0,02 0,08 118
5‘-debenzyl-5‘'-p-chlorobenzyl
dihydroergotamin 0,02 0,05 150
dihydroergokristin 0,05 0,03 174
5‘-debenzyl-5'-p-chlorobenzyl

0,02 190

dihydroergokristin 0,03

a) Blokdda e-receptorfi byla stanovena
proti spasmogennimu Gfinku adrenalinu na
izolovaném morfecim semenném vafku me-
todou podle ]. Briiggera, (Helv. Physiol.
Acta 3, 117, 1945). Koncentrace vyvolavajici
50% inhibici G&inku pdsobici la4tky byly pro
kaZdou protichidn& plsobici latku stanove-
ny graficky. ‘

b) Blck&da «-receptoru u krys byla stano-
vena zplsobem podle Luduena F. P. et al.
{Arch. Int. Pharmacodyn CXXII, 111, 1959].
EDso ‘e graficky urfend ddvka protichfidng
plisobici 1&tky, jeZ ochrédni 50 % zvifat pfed
letdlnim Gfinkem 0,2 mg/kg adrenalinu, po-
daného intravendézn& o 5 min pozd&jl.
¢} LDso u mysi byla stanovena obvyklym
postupem. Z tabulky I je vidst, Ze tfi nové
derivaty vykazuji ve srovnéni s prfbuznymi
siouteninami zvySenou e-adrenolytickou ak-
tivitu jak ,,in vitro* tak ,,in vivo“. Na druhé
strané je pon8kud sniZena prudké toxicita.

Vrstva mycelu ze Sikmého agaru kmenii
vytvarejicich budto ergotamin nebo ergo-
kristin nebo ergokryptin se suspenduje ve
sterilni vod& a rozldme se na malé kousky
tfepdnim ve Waringov® misi¢i a prefiltruje
se pres hedvdbny organtyn. Filtrat obsahu-
jici hlavn& jednobunétné fragmenty se oza-
Fuje ultrafialovym svétlem tak, aby bylo do-
saZeno 90 aZ 99 % tmrinosti. Suspenze se
nafedi sterilovanou vodou a vyseje se na
Petriho misky, na pevné médium s pFidanou
aminokyselinou, jiZ vyZaduji hledané mu-
tanty, tj. leucin nebo fenylalanin. Po vhod-
né dob#& inkubace se narostlé kolonie pfene-

sou pomoci znamé techniky do prostedi,
jeZ neobsahuje aminockyselinu, kterou vvZa-
duji hledané mutanty. Kmeny schopné riistu
v pfedchozim prostfed{ a neschopné riistu v
tomto prostiedi jsou zdvislé na této amino-
kyseling. Jsou udrZovany néslednymi pfeno-
gy v prostfed! obsahuicim aminokyselinu.

Pro vytvédreni analogil alkaloidd se mutan-
ty p@stul v tekutém prost¥ed! obsahujicim
zdroj uhliku, zdroj dusiku, zdroj fosforu,
zdroj siry a n&které mineralni soli a kme-
nem vyzZadovanou aminckyselinu. Mno#stvi
aminokyseliny se pohybuje v jednotlivjch
pfipadech od 0,5 do 2-g/1. Po inkubaéni do-
b& pohybu ici s2 od 3 do 5 dnf, se ke kultu-
fe pridd analog vyZadované aminokyseliny
v mnoZstvl pohybujicim se od 3 do 6 g/l a
kultura se déle inkubuje po § a# 11 dnd k
dosaZeni hranice 14 dnd. Kultivace tzv. kva-
Seni miiZe byt provddéna budto v tFepanych
baitkdch nebo ve fermentadnich tancich
riznych velikosti.

V zavéru kvadeni Zivnd plda kultur obsa-
huje analog alkaloidu a také malé mnoZstvi
normadlniho alkaloidu. Analog alkaloidu se
extrahuje takto:

Zivnd plGda se pFefiltru’e a mycelium se
n&kolikrdt extrahuje 4% vodnym roztokem
kyseliny vinné. Po filtraci se vodné fédze al-
kalizuje na pH 9 hydroxidem sodnym a €x-
trahuje se dichlormetanem. )

Organickd faze se koncentruje, precipitu-
je a krystalizuie jako sfil kyseliny fosfored-
né. Volnd baze se ziskavd z fosfdtu a dile
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obohacuje analogy pfirodnich alkaloidd
chromatografii na kolond se silikagelem.

Oddé&leni novych produktd od p¥irodnich
se dosahuje fraké&ni krystalizaci.

Koncentrace alkaloidu se urfuje spektro-
fotometricky po obarveni Van Urkovym &i-
nidlem a ode&it4 se pFi 550 mu.

Poméry mezi pFirozenymi a substituova-
nymi aminokyselinami p¥tomnymi v pepti-
dovém podilu se zji§tuji kyselou hydrolyzou
alkaloidu a kvantitativnim urdenim jednotli-
vych aminokyselin.

K identifikaci kone&nych produktd se vy-
uZivaji obvyklé metody instrumentédlni ana-
Iyzy (NMR, IR, MS, UV atd.].

Fenylalanin vyZadujici mutanty kment-
producentli ergokristinu nebo ergotaminu
mohou vytvédret analoga alkaleidd tim, Ze
inkorporuji na misto fenylalaninu fenylala-
ninové molekuly substituované v benzeno-
vém jddru halogeny, alkyly, alkoxyly. Rov-
nd% mohou vytvéiet alkaloidy, jeZ maji na
mist& fenylalaninu inkorporovédny jeho izo-
stery jako thionylalanin, alfa- a beta-pyrazo-
lylalanin, furylalanin, pyridylalanin.

Leucin vyZadujici mutanty kmen@-produ-
centli ergokryptinu mohou vytvdfet analo-
ga alkaloidd, jeZ maji na mist8 leucinu in-
korporovdny molekuly linedrnich alfaami-
nokyselin s 2 a% 7 atomy uhliku. Rovn&Z mo-
hou vytvéret alkaloidy, jeZ na mfist& leucinu
majf inkorporovédny pfFirozené aminokyseli-
ny substituované halogenovymi atomy jako
5,5,5-triflucroleucin,

Priklad 1

5‘-debenzyl-5‘-p-
-chlorobenzylergokristin

- Vrstva mycelu z 12 dennfho Sikmého aga-
ru s pevnym médiem ,,pep 3“, viz priloZend
tabulka II, kmene ATCC 20103 C. purpurea,
producenta ergokristinu v submerzni kultu-
fe, byla pfFenese na do 50 ml destilované
sterilnf vody a rozldména ve Waringové mi-
si¢i po dobu 20 sekund. Suspenze byla pie-
filtrovadna p¥es hedvdbny§ organtyn, 5 ml filt-
rdtu byla vystaveno sv&tlu (520 uwatt/cm?)
ultrafialové lampy po dobu 45 sekund. Zpra-
covand suspenze po vhodném Fed&ni byla
vyseta na Petriho misku s pevnym médiem
TM, (viz tabulka II), s pFidavkem 1% fenyl-
alaninu. Misky byly inkubovédny p¥i 28 °C
po 10 aZ 12 dni. Narostlé kolonie byly pfe-
neseny 2zndmou metodou, tzv. otiskovou
technikou na pevné médium TM v Petriho
miskdch a misky byly inkubovény p¥i 28 °C
10 a% 12 dni.

7 3000 pre¥etfenych kolonii byly vybra-
ny 4 kmeny neschopné riistu na minimélnim
médiu TM., Tyto kmeny byly potvrzeny izo-
laci v madiu TM stein& jako v médiu TM s
pfidavkem fenylalaninu a 2 z nich byly pro-
kézény jako striktn® na fenylalaninu z4vislé
mutanty.

Deset 300 ml bangk, ka?d4d s 50 ml obsa-

hem média TG, viz tabulka II, s pfidavkem
1 g/l fenylalaninu, sterilizovanych 30 minut
pfi 100°C bylo jednotlivé inokulovAno ¢&sti
vrstvy mycelu mutantniho kmene odpovida-
jici pFibliZn& 1 cm? 8ikmého agaru s pev-
nym médiem ,,pep 3“. Tyto baiiky se inku-
bovaly pFi 23°C &ty¥i dny na rotadni tie-
patce p¥i 225 otafkéach za minutu a s pri-
mérem opsaného kruhu 5 cm, Tyto baifiky
odpovidaly vegetativni f4zi.

Padesdt 300 ml bangk, kaZd4 s 40 ml ob-
sahem media T 25, viz tabulka II, s piidav-
kem 1 g/l 1-fenylalaninu, sterilizovanych 25
minut p¥i 105 °C bylo inokulovéno, kaZd4 5
mililitrli vegetativni kultury bylo inkubové-
no pfi 23°C na téZe trepalce jakd byla po-
uZita pro vegetativni fdzi. Po 4 dnech byl
do banék pridédn p-chlorofenylalanin v kon-
centraci 4 g/l.

Po 10denni inkubaci byly kultury smiché-
ny, ¢imZ se ziskaly asi 2 litry Zivné piidy, ze
kteréd se vyt&Zilo 700 mcg/ml veSkerych pep-
tidovych alkaloidd, jeZ byly ‘extrahovény
takto. :

Extrakce 5-debenzyl-5-p- -

-chlorobenzylergokristinu - -

Zivna plida s kulturou byla pPefiltrovéna,
filirdt byl odstran&n a mycelium bylo sis-
pendovéno do 5% vodného roztokn kyseliny
vinné. Po dikladném roztfepdni a filtraci
byl precipitat dvakrat reextrahovéan. Spoje-
né filtraty byly alkalizovdny 20 % NaOH na
pH 9 a né&kolikrdt extrahovany dichlorme-
tanem. Organickd faze byla promyta vodou,
zakoncentrovdna a precipitovdna hexanem.
Takto ziskand surovd béaze (0,9 g) byla od-
barvena aktivnim uhlim, rozpu$tdna v 95 %
etanolu. a bylo k- ni pfiddno 0,8 ml 75%
H3PO4. Roztok byl refluxovén ve tmé po 30
minut a nakonec: ponechén stdt pfi 3°C 5

Timto zpfsobem krystalovalo 0,5 g fosféd-
tu, jen# obsahoval sm&s ergokristinu (20 %)
a  :5'-debenzyl-5°-p-chlorebenzylergokristinu
(80 %). Surové béaze byla z fosfdtu ziskéna
alkalizaci a extrakci CH2Clz a poté byla zno-
vu Kkrystalovdna z acetonu. Krystalovany
produkt byl chromatografovdn na kolon& se
silikagelem a eluovadn smé&si CHCl3 a meta-
nolu s polateénim pomésrem 89:1 a koneé-
nym pomérem 90:10. Po odstran&ni frakct
obsahujicich pravotofivé izomery, byla zis-
kdna frakce obohacend 5'-debenzyl-5‘-p-
-chlorobenzylergokristinem. NAslednymi
krystalizacemi z benzenu, metanolu, aceto-
nu bylo oddslenc 100 mg hledaného produk-
tu. V MS analyze vykazoval produkt charak-
teristické fragmenty a m/e: 376 a 378; 278 a
280; 267, 153, 70. Kyseld hydrolyza peptido-
vého podilu vedla k vyt&Zku aminokyselin
prolinu a p-chlorofenylalaninu v poméru
1:1. VytdZkem alkalické hydrolyzy byla ky-
selina lysergové a kyselina 3,3-dimetylpyro-
hroznovaA. e
T. t. 150 a% 155°C (rozklad)

[e]p? = —175° [chloroform)
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P¥iklad 2

Mutantni kmen ziskany ptisobenim ultra-

fialového svétla jako v piikladé 1, byl po-

uZit k inokilaci osmi ban€k s médiem TG
za stejnych podminek jako v piikladé 1.
Na konci vegetativni fdze byl obsah bangk
spojen a takto ziskanych 400 ml Zivné plidy
s kulturou bylo pouZito k inokulaci deseti-
litrového fermentaéniho tanku, jenZ obsaho-
val 6 litrd média T 25 s pFidavkem 1% fe-
nylalaninu. Fermentatni tank byl opatfen
rotafnim michadlem diskoturbinového typu
se vzdu¥ndnim odpovidajicim 0,5 litréim/litr
na minutu a s frekvenci 600 ota€ek/min. In-
kubatni teplota byla 23 °C. Za &tyfi dny po

potédtku kvaseni byla ke kulture pFiddna 4%
p-chlorofenylalaninu. Zivnd pida s kultu-

rou byla sklizena 13. den kva3eni.

Celkovy obsah peptidovych alkaloiddi &i-
nil 600 mcg/ml, z SehoZ 65 % byl 5'-deben-
zyl-5°-p-chlorobenzylergokristin. Postup ex-
trakce byl t¢Z jako v pi¥ikladu 1.

Priklad 3

TyZ kmen jako v pFikladu 1 byl pé&stovédn
v baiikach za steinych podminek jako v pfFi-
kladu 1 b&hem vegetativni a produk&ni féze
pouze s tim rozdilem, Ze <tvrty den fermen-
tace byl pfidan p-fluorofenylalanin. Ctrnac-
ty den kvaSeni bylo z extrahované Zivné pi-
dy ziskdno celkem 750 mcg/ml peptidovych
alkaloid@i, z &ehoZ 80 %; &inil 5°-debenzyl-5'-
-p-fluorobenzylergokristin.
T. t. 160 aZ 165 °C (rozklad)
[@]p? = —171° (chloroform)

Prfiklad 4

Kmen ATCC 15383, producent ergotaminu
byl ozafovdn ultrafialovym svétlem za stej-
nych podminek jako v prikladu 1. Nésled-
kem tohoto plisobeni vznikly dvé na fenyl-
alaninu zdvislé mutanty z celkového mnoZ-
stvi 2000 p¥eSetfenych kolonil. '

Jeden z téchto kmenti byl pouZit jake ino-
kulum k p8stovdni v batikdch za stejnych
podminek jako v pFikladu 1 po dobu vege-
tativni a produk&ni fdze. 4. den produk&ni
tdze byla pfiddna 4 % p-chlorofenylalaninu.
Celkovy vyt&Zek peptidovych alkaloidd z
Zivné pddy 14. dne ¢inil 900 mcg/ml, z Ce-
hoZ 80 % byl 5‘-debenzyl-5‘-p-fluorobenzyl-
ergotamin.

T. t. 180 aZ 186 °C (rozklad])
[@]p? == —150° (chloroform)

Piriklad 5
Kmen ATCC 20019, producent ergokrypti-

18

- nu, byl ozafovan ultrafialovym svétlem ja-
kn v pfikladu 1. Nasledkem tohoto plisobent

vznikly t¥i na leucinu zdvislé mutanty z cel-
kového mnoZstvi 4000 p¥eSetfenych kolonii.

Jeden z t&chto kmenfi byl péstovdn za
stejnych podminek a ve stejném médiu jako
v pfikladu 1, pouze s tim rozdilem, Ze ve ve-
getativni fazi bylo pFiddno 1 g/l L-leucinu
a v produk&ni fazi 2 g/l L-leucinu. 4. den
produkéni faze bylo pFiddno 6 g L-norvali-
nu. 14. dne Zivné phdy obsahovaly celkem
1000 mcg/ml peptidovych alkaloiddi, z nichZ
80 % byl 5‘-deizobutyl-5‘-n-propylergokryp-
tin. ’

T. t. 190 aZ 195 °C

[a]p® = —183°C (chloroform)
Pr¥iklad 6

Na leucinu z4visly kmen pouZity v pfikla-
du 5 byl p&stovdn v baiikdch za stejnych
podminek b&hem vegetativni a produkéni
féze. 4. dne produkéni faze bylo pfiddno 3 g
na litr 5,5,5-trifluoroleucinu. 14. den kvase-
ni byly Zivné pldy spojeny a extrahovény o-
becnym diive popsanym zpiisobem. VytéZek
¢inil celkem 600 mcg/ml peptidovych alka-
loiddl s 60 % inkorporaci trifluoroleucinu..

P¥iklad 7

Kmen ATCC 15383, producent ergotaminu
byl p&stovdn v submerzni kultufe v médiu
TG, viz tabulka 1 po 4 dny. Kultura byla
zfiltrovdna na Biichnerov& nélevce za ste-
rilnich podminek, promyta vodou, suspen-
dovéna v malém mnoZstvi vody a homoge-
nizovana v Potterové homogenizatoru. Ho-
mogendt byl suspendovan ve vodé a ozaien
UV svétlem 520 uwatt/cm? po 60 sekund.

Zpracovand suspenze byla vyseta na pev-
ném médiu TM s 1% fenylalaninem, 1% L-
-leucinem, 1% d-1 alaninem. Misky byly in-
kubovédny p¥i 28°C po 12 dnd. Vyrostlé ko-
lonie byly pFfeneseny otiskovou metodou na
pevné médium na Petriho misky a byly in-
kubovéany pFi 28 °C po 12 dnd.

Z provérenych 5000 kolonii byly dvé fe-
nylalanin dependentni mutanty.

Jeden z téchto kmenfl byl pouZit jako i-
nokulum pro kvaSeni v batice za podminek
popsanych v pfikladu 1 pri vegetativni a
produkéni f4zi. 4. dne produkéni fdze byl
pfidan 4% p-chlorofenylalanin. Piidy 14. dne
obsahovaly 1100 mcg/m! v8ech peptidov§ch
alkaloidd, z toho 55 % 5‘-debenzyl-5'-p-chlo-
robenzylergotaminu.

T. t. 185 aZ 190 °C
[@]p? = —155° {chloroform)
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Tabulka II
Média

pep 3 ™ TG T 25
glukoza — — 100 —
sacharo6za g 300 100 — 300
L-asparagin . H3O — 10 —_ —
bezvod4 kyselina
citrénovéa —_ — 10 15
KH2PO4 0, 0,5 0,5 0,5
MgS04 . 7H20 0, 0,3 0,3 0,5
kvasniny extrakt - — 0,1 0,1
KCcl - — — —_ 0,12
FeSO0«4 . 7H20 0,007 0,007 0,007 0,007
ZnS04 ., 7H20 0,006 0,006 0,006 0,006
pepton 10 — — —
agar 20 18 — —_
NH+OH — — do pH 5,2 do pH 5,2
NaQH — do pH 5,2 — T —
vodovodni voda — — do 1000 ml do 1000 m!
destilovana voda do 1000 ml do 1000 ml :

sterilizace 110 °C/20 min

100 °C/20 min

110 °C/30 min 105 °C/25 min

PREDMET VYNALEZU

1.  Zphisob pfipravy ndmelovych alkaloidi
vzorce . :

a jejich 9,10-dthydroderivati, kde Ri1 je wy-
bréno ze skupiny zahrnujici metyl, etyl a
izopropyl; Rz je vybrédno ze skupiny zahrnu-
jict

- QY -cr ) e ]
[
| H

halogenem substituovanou linedrni C3—Cs
alkyl-skupinu a halogenem substituovanou
izobutyl-skupinu, R3 je vybréno ze skupiny
zahrnujici C1—Cy alky! a halogen, kvasnym
postupem, vyznaleny tim, Ze kmeny Clavi-
ceps purpurea ATCC 15383, ATCC 20103 ne-
bo ATCC 20019, které byly pFfedem plisobe-
nim mutagenni l4tkou zmutovany tak, Ze ne-
byly schopny rilistu v nep¥{tomnosti nehyd-
roxylovanych aminokyselin, se p&stuji za a-
erobnich podminek, p¥i teplotd 23°C, v ka-
palném médiu o pH 5,2 asi po dva tfdny v
pfitomnosti sachardzy jako zdroje uhliku,
citronanu amonného jako zdroje dusiku a
siranu hofenatého a primérnfho fosfored-
nanu draselnélio jako zdrojd siry a fosforu
a v piitomnosti nehydroxylované aminoky-
seliny, pFfifemZ vzniklé sloudeniny vzorce I,
se extrahuji, izoluji a pPFipadn& purifikujf
chromatografii na silikagelové koloné.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze
pouZitymi nehydroxylovanymi aminokyseli-
nami jsou leucin, halogenem substituovany
fenylalanin, fenylalanin nebo jeho izostery,
thienylalanin, alfa a beta pyrazolylalanin,
furylalanin, pyridylalanin, linedrni Cz—C7
alfa aminokyselina nebo p¥irodni haloge-
nem substituovand aminokyselina.

Severografis, m. p., zvod 7, Nost
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