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Nové alkaloidy hapalindolového typu, zpGsob Jejich ptipravy a
farmaceuticky prostfedek, ktery je obsahuje

Oblast techniky

Vynadlez se tyka novych alkaloidd hapalindolového typu, které
mohou byt 1zoiovény z modrozelenych ¥as Fischerella ambigua ATCC
55210.. Tyto nové alkaloidy Jsou antifungainimi a protinadorovymi
8inidly. Vyndlez se také tykd <&Cetnych 2zplsobl. Prvnim takovym
zplisobem je zpGsob pfipravy A89271 B, ptilemZ se kultivuje modro-
Zelend tasa ze souboru zahrnujiciho F.ambigua ATCC 55210, Hapalo-
siphon hibernicus ATCC 55225 a Westiellopsis prolifica Janet (UH
izoldt EN—-3-1) nebo jejich mutant, ktery produkuje A89271 B. Dal-
#im zpGsobem Jje zplsob produkce  A89271 F, ptitem% se kultivuje
modrozelend #fasa ze souboru zahrnujiciho F.ambigua ATCC 55210 a
Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 nebo jejich mutant, ktery pro-
" dukuje A89271 F. Je#té dallim zplsobem je zplscb pripravy faktoru
A89271 ze souboru zahrnujiciho faktory A89271 A, C, D, E a I,
ptitem%? se kultivuje F.ambigua ATCC 55210, nebo jeji{ mutant, kte—
ry produkujs 2zvoleny A89271 faktor. Opét dal%im zpldsobem je
zpisob pfipravy hapalindolu voleného =ze souboru zahrnujiciho
hapalindoly G a H, pfifemZ se kultivuje F. ambigua ATCC 55210
nebo jaji mutant, ktery produkuje hapalindol G a H. Vyndlez se
rovné% tyka biologicky vy&istsné kultury Hapalosiphon hibernicus
ATCC 5522% nebo jejiho mutantu, produkujiciho A89271. Kromé toho
se vynadlezu tyka pouziti faktord A89271 pro inhibici fungalniho
ristu a pro ofetfovani vnimavych neoplasmd savcd. Tento vynalez
se také tyka farmaceutickych prostfedkd obsahujicich jako u&inou
l1atku ﬁlespoﬁ jeden faktor A89271.

Dosavadni stav techniky

Vynalez se tedy tyka novych antifungalnich a protinadorovych
prostfedkfi. Obzvias+¥ se vynalez tyka alkaloidd hapalindolového
typu oznadovanych jako%to faktory A89271 A, B, C, D, E, P, a I.




Jiné +typy alkaloidd hapalindolového typu popsal Bonjouklian a
kol. v americkém patentovém spise &islo 4 870185 (zvefejnéno 26.
9.1989) a Moor a kol. v americkém patentovém spise &islo 4 755610
{zvetejnéno 5.7.1988).

‘ Hapalindoly jsou u&innymi fungicidy, co% se nejprve zjistilo
v pfipadd Hapalosiphon fontinalis (R.E. Moore a kol., J. Am.
Chem. Soc. 1984, 106, str. 6456 a%2 6457; R.E. Moore a kol., J.
Org. Chem. 1987, 52, str. 1036; a R.E. Schwartz a kol., J. Ind.
Microbiol. 1990, 5§, str. 113 a2 124). NejbéZnéj%im hapalindolem
Je hapalindel A, co%2 je chlor a insonitril obsahujici tetracyklic-—
k¥ indolovy alkaloid, ktery je pravdépodobné produktem biosyntezy
Zz prokursoru odvozeného od tryptofano a geraniol pyrofosfétu.

Podobné sloudeniny, hipalindolinony byly izolovany z Fische-
rella sp. R.E. Schwartz a kol., J. Org. Chem. 1987, 52, str.
3706 a% 3708). Jak Pischerella tak Haﬁalosipbon pat¥#i do rodu Sti-
gonemataceae (Stigonematales).

Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu je novAd Ffada hapalidolovych alkaloidd fak-
tory A98271. Faktory A89271 se také oznaduji jakoZto “ambigui-
nes"“.

Podobn& Jjako hapalindoly faktory A89271 jsou produkovany
‘modrozelenou fasou rodu Stigonemataceae, viz. Fischerella ambi-
gua (Nageli) Gomont (UTEX 1903) ATCC 55210, Hapalosiphon hiber-
nicus W. & G.S. West (UH 1izolat BZ-3-1) ATCC 55225 a Westiellop—
sis prolifica Janet (UH izlat EN-3-1). F. ambigua ATCC 55210
{(UTEX 1903 je veftejnd dostupnd a pfedmétem obchodu jakoZto produkt
spolednosti Culture Collection of Algae Department of Botany, The
University of Texas v Austinu, Austin, Texas 78713-7640. Faktory
A89271 podle'vynalczu se mohou nejlépe pfipravovat kultivaci mod-
rozelenéd Ffasy Fischerella ambigua ATCC 55210.

Faktory A89271 maji nasledujici strukturu a systém &islova-

ni:




(1) A89271 a

(2) A89271 B




(4) A89271 D




Ccl

(6) A89271 F




(Z) A89271 1

Faktory A89271 podle vynalezu se mohou produkovat kultivaci
kmene produkujiciho A89271 modrozelené tasy Fischerella ambigua.
A89271 B ge také mbZe produkovat kultivaci kmene produkujiciho
AB9271 B Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 a Westiellopsis pro-
iifica; a A89271 F se také mdZ2e produkovat pouzitim Hapalosiphon
hibernicus.

Kmen Fischerella ambigua. produkujici A89271 Jje uloZen
v souhlass s budapedtskou smlouvou a je sou&asti sbirky kmenovych
kultur The American Type Culture Collection (ATCC), 12301 Parklawn
Drive. Rockville, MD 20832, kde je vefejné dostupny pod &islem No
ATCC 55210.

Kmen Westisllopsis prolifica produkujici A89271-B je dostup~-
my ve sbirce kultur The University v Hawaii.

Novy Hapaliosiphon hibernicus W a G.S. West kmen: ATCC 55225

Novy kmen Hapalosiphon hibernicus podle vyndiezu produkuje
faktory 189271 B a F. Tentc kman je uloZen podle budapesStské do-
hody a je souddsti shirky kmenovych kul*ur ATCC pod &islem ATCC
55225,
Charakteristiky Hapaloszipheca hibernicus ATCC 55225

Jde o filamsn%t s pravym rozv&tvenim. Bufiky hlavnihc filamen-
~ %tu Jsou %iroké 8 az 10 mikrometrﬁ.suﬁky jsou kvadratové a subval-
cové. Césti hlavniho vidkna jJsou pleuriseriitovs. Hetsrocysty
¥ hlavnim filamentu maj! 3i¥ku 5 a2 6 mikrometr& a délku 10 a3
12 mikrometrd (vdledkovity tvar). Filamenty jsou bohat3 vétveny.
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Butkky vétvi jsou Sirokd 4 a%Z 6 mikrometrd a jsou tedy tenéi ne%
hlavniho filamentu.Buiiky blizké typu vétveni jsou‘podstatné delsd
nez 3ir3i (pfibliiné t#i a2 &ty#i krat delsi ne% %irsi). Obal je
tenky a sklovité prthledny (bezbarvy).

Podobné jako v ptipadé jinych organism@ je charakteristikou
kmend PFischerella ambigua ATCC 55210, Hapalosiphon hibernicus
ATCC 55225 a Westiellopsis prolifica jejich proménlivost. Proto
prirozené a navozené mutanty kmentt se mohou ziskat Znamymi zpQso-
by, jako je zpracovani chemickym matugenem N-methyl-N‘'-nitro—N-
nitrosoguanidin. Vyndlez se tyka mutantQ kultur Fischerella ambi-
gua ATCC 55210, Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 a Westiellop-
sis prolifica, které si podrzuji sveji charaktaristiku produkovat
faktor A89271 ze souboru A a2 F a I. :

Alkaloidy A89271 podle vyndlezu se mohou pfipravovat kulti-
vaci kmend Fischerella ambigua , Hapalosiphon hibernicus a Westi-
ellopsis prolifica za submerznich aerobnich podminek ve vhodném

kultivadnim prostiedi aZ do vytvoreni podstatné antifungalni ak-

tivity. Jiné kultivadni techniky, jako je povrchovy rdst na ztu-
2eném prostfedi, se mohou rovné% pouzZivat pro produkci tdchto

; Sloudenin. PouZivanym prostiedim pro radst kultur Fischerella am-

bigua ATCC 55210, Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 nebo
Westiellopsis prolifica maZ2e byt jakékoliv zndmé prostfedi.Ekono-
mie produkce, optimdlni vytéZ2ek a snadnost izolace produktt jsou
faktory, na které se bers zfetel p¥fi volb$ zdroje uhliku a dusi-
ku. JakoZto 2ivnych anorganickych soli, které se mohou vnasiet do
kultivaéniho prostfedi, se maZe pou2ivat bé&Znych rozpustnych soli,
které jsou schopné dodavat %elezité, draselné, sodné, hof&naté,
vépenaté, amoniové, chloridové, uhlisitanové, fosforednanové, si-
ranové, dusidnanové a podobné ionty.

Do rdstového prosttedi se také musi zavadét podstatné stopo-
vé prvky, nutné pro "3t a vyvoj organismd. Takové stopové prvky
se Dbé&Zné vyskytuji JjakoZto nedistoty 3Jjinych sloZek prostedi
v dostatedném mnoZstvi pro poZadavky rdGstu kultivovaného organis-
mu. MGZe byt nutné pridavda mala mno2stvi (napfiklad 0,2 ml/l)
protipédniciho &inidla, jako Jje naptiklad propylenglykol (moleku-
lova hmotnost p#ibli2né 2000) do fermentadiho prostfedi v provoz-
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nim mnoZstvi, pokud se pénéni stAvAa problémem.

Pro produkci podstatného mnozZstvi faktortt A89271 se mlZe
pou2ivat submerzni aerobni kultivace v tancich. Mald mno%stvi se
mohou produkovat v tfepadcs. Pro prodlevu ve vyrobé, spojenou

bé2né s naodkovanim velkych tankl organismem, je vyhodné pouZivat

vegetativniho inokula. Vegetativni inokulum se pfipravuje v malém
objemu kultivaéniho prostfedi pouZitim spor nebo p#ibuznych forem
nabo fragmentd vegetativniho trichomu organismu k ziskani Serstvé
aktivnl rastové kultury organismu. Vegstativni inokulum se pak
ptenese do vétSiho tanku. PouZité prost¥edi pro vagetativni ino~
kulum maZ2e byt toto2né, jako prost¥edi, pouZivanéd pro fermentace
ve velkém méfitku, mi%e se v#ak pouZit také jiného prostredi.

Kultury Fischerella ambigua ATCC 55210, Hapalosiphon hiberni-
cus ATCC 55225 a Westiellopsis prolifica mohou rdst pfi teplotéd
pribli%né 20 aZ p#ibliZné 30 *C. Slouteniny A89271 se produkuji
pti teplotd p#ibliZ2né 24 *C a pfi pfipadném osviceni intezitou
150 a2 200 mikroeinsteinQ m-2s-t. Pro produkci slouenin se mlZe
po%2ivat intenzity nékdy vyssi, nékdy ni2si.

Jak je b&%Zné pro zplsoby aerobni submerzni kultivace tohoto
typu, oxid uhlisity ve strilnim vzduchu se probublava kultivadnim
prostfedim. Pro Uuéinnou produkci sloufenin A89271 ma byt procento
oxidu uhii&itého pitibli%né 1 % (p¥i teplot# 24 °C a za tlaku 0,1
MPa).

Prdukce A 89271 se mlZe v pribsdhu kultivace zkuSebnich
vzorkd myceliAlniho extraktu sledovat zkouSkami vysoce vykonnou
kapalinovou ochromatografii nebo chromatografii v tenké vrstvé.
Vzorky mycelialniho extraktu se také mohou zkoufet se zfetelem na
organismy, o nich% je znémé, 2e jsou ocitlivé na antifungalni
prostfedky. Takovym, uZiteénym organismem jhe Candida albicans.

P#i produkci za submerznich aerobnich kultiva&énich podminek
ze z kultivaéniho prastfedi mohou faktory A89271 ziskat o sobé
znamymi zpdsoby pracovnikﬁm v oboru. P#i zplsobu izolace se zpra-
vidla pouziva nejd¥ive filtrace kultiva&niho prostfedi k oddéleni
bunék fas a pak vymrazovaciho sufeni odd&lenych bunék. Vymrazova-
cim suSenim ziskané rasy se mohou extrahovat vhodnym rozpoustéd-
lem, jako je isopropanol, dichlormethan, ethylacetat nebo jejich




smési. Alkaloidy se mohou oddélovat tak, %e se extrakt podrobuje
separaénim zpdsobém zndmym v oboru, jako je naptiklad gelova fil-
trace a/nebo silikagelova chromatografie. Alkaloidy se pak mochou
8istit vysoce vykonnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

Faktory A89271 podle vynalezu inhibuji{ rast rdznych hub,
2vlasté patogennich 2ivo&i3nych a rostlinych hub.

V tabulce I a% VII Jsou uvedeny minimalni inhibi&ni
koncentrace (MIC), pfi kterych faktory zpravidla inhibuji rast
rdznych hub. V +t&chto tabulkdch znamena pomléka nebo vy;az
"N.T.", %Ze materiil nebyl testovan.
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‘Tabulke I'mp vitro entifungdlnt u¥inmost AE9271 A

v REMI a 10% telecim zdrodedmém sérum

- MIC (meg/mL)

Trichophvton
. - S}auéenina Candida albicans mentagroohvtes
A89271 A 2,5 >20
Amphotericin B 0,156 -
Tolnaftate - 0,039

Tebulke IT In vitro entifungdlni d€inmos® A8%92TN A
v Sabcursudovd s dextrozovém prostiedi

MIC (mcg/mb)

Sloudenine albicans  mentagrophvtes fumigatus
289271 A 2,5 10 80
Amphotericin B 0,625 - 1;25

Tolnaftat - 0,039 -
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Tabulka III §n vitro sntifugdln{ d&innost A89271 B,C
De F v RPMI g 10% zérodedném telecim séru

MIC (mcg/mL)
Ixichophvton
Sloudenira s:a.nsh.sh albicans mmmmhu.e,s.
A89271 B 1,25 2,5
A89271 C 1,25 0,625
A89271 D 1,25 | 0,625
A89271 F ' 1,25 1,25

Amphotericin B 0,156 -

Tolnaftat - | <0,02
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Tabulke IVIn vitro sntifungdlni d&innost A89271
‘ B, C, a F v Seboursudové a v dextrozovém prost¥eds

MIC (mcg/mL)

Candida Ixichophvton Aspergillus
Sloulenina albicans meotagrophytes fumidatus
A89271 B 1,25 >80 20
A89271 ¢ 2,5 >80 >80
A89271 D 1,25 >80 >80
A89271 F 1,25 >80 >80
Amphotericin B 0,312 - 1,25

Tolnaftat-, - <0,02 | -
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In vitro entifugdlaf u¥innost A89271 E

‘Tabulka V
g I v RPMY a 10% zdrodedném telecim sérm

MIC (mcg/mL)

candid rrichog : "

Slougenina
A89271 E 2,5 2,5 >80
A89271 I 1,25 2,5 >80
Amphotericin B 0,625 N.T. 1,25

N.T. 0,02 N.T.

Tolnaftats
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Tabulke Irn vitro entifugdlng d&inmost A89271 E a

T v Seboursudové a v dextrozovém prosti:di

MIC (mcg/mL)

Candida Ixichophvion Aspergillus

Sloudenina albicans  mentagrophvtes fumigatus
A89271 E 5 2,5 >80
289271 I 2,5 2,5 >80
Amphocericiﬂ B 0,312 N.T. 5,0
Tolnaftat: N.T. 0,02 N.T.

Tebulke VII L (5100 antifugdlni d&innost A89271 E
a I v antibiotikovém prostiedi ¥ /Mifeco/

MIC (meg/mL)
Candida Trichophvton Aspergillus
Sloudenina albicans mentagrophvtes fumigatus
A89271 E 5,0 5,0 >80
A89271 I 1,25 5,0 >80
Amphotericin B 0;02 N.T. 0j039

Tolnaftat. N.T. 0,02 N.T.
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Vyrobeny a izolovany alespoit Jeden faktor A89271 nebo jeho
farmaceuticky vhodna sdl je uzitedny k inhibici rastu hub, zvias-
t8 v pripadsd %ivodicht a ptedevsim 1idi. Vynalez se Proto tyka
zplsobu inhibice rastu hub v pfipadsé 1lidi, kteti potfebuji takové
oSetleni, pridem% se ofetfovanym jedincam podava Uéinné mnoistvi
alespofi jedné slouleniny ze souboru A89271, zahrnujiciho faktor A,
faktor B, faktor C, faktor D, faktor E, faktor F a faktor I.

Vyndlez se vsak takeé tykd 2zpQsobu inhibice rastu hub v p#i-
pPadé rostlin nebo rostlinnych &asti, ptitemZ se rostlina nebo
rostlinnd &ast odetfuje GSinnym mnoZstvim alespofi jedné sloude-
niny ze souboru A89271, zahrnujiciho faktor A, faktor B, faktor
C, faktor D, faktor E, faktor F a faktor I. Vyrazem “"rostlina"
a/nebo "rostlind &4st" se zde vidy mini cel4d rostlina nebo jeiji1
Gasti, naptiklad listy, kvéty, stonky, koteny, plody, zeslené %as-
ti, hlizy ale také sklizené a skladované plodiny, napfiklad plody,

. Zrna, hlizy, zelené Yasti, vlidknina a semena. P#1i ochrané rostlin
“Se nand3i alespoil jeden z faktorq A89271 na rostlinu nebo na jej1

Sast, pridemz se alespoii jeden takovy faktor uvadi do styku s fy-

wf;'tupatogenem rostliny. Pracovniktm v oboru je jasné, %e takové o-
 Setfeni nemusi nutné zahubit organismus. V ZAvislosti na pouzitém
. mno2stvi, na druhu a na sile pPathogenu se. voli jednotliva Sloude-

nina, ktera pak ni&i nebo narusuje vétii nebo mensi podil patho-
genu. Je dobfe znamo, %e snizeni nepfiznivého padsobni pathogenu, i
kdy2 piné onemocnéni nelikviduje, m& pro oSetfovanou rostlinu
Znadény vyznam.

Je nejudinnéjsi aplikovat slouteninu podle vynalezu na ros-
tlinu nebo jeji *ast pted vyskytem zdroja infekce. Je tedy mo%no
pouZivat sloudeninu podle vynalezu pro pfedchazeni onemocnéni na-
nafenim alespoi#t jednoho faktoru v obdobi klimaticky p#iznivém pro
rdst pathogend. Rostlina a Jeji &4sti se tak mohou chranit pred
Podkozenim, kterd nutné souvisti s patogénni infeket.

Pro aktivni rdst rostlin se dosahuje nejlepsich vysledka
Pfi opakovaném nanafeni faktoru v prabéhu rastu rostliny v inter—
valech jednoho a% nékolika tydnd v zavislosti na podasi a na za-
vaZnosti onemocnéni.

ZpGsoby formulace faktortt A 89271 a ptipravy disperzi a




- 16 -

emulzi a 2zpGsoby nandfeni disperzi nebo emulzi faktoru A89271 na
rostlinu nebo na &asti rostliny jsou zcela v 6boru ochrany rost-
1in obvyklé.

Podle zvl1ast vyhodného provedeni vynalezu jsou A89271 faktory
podle vyndlezu uZiteéné pro ofetfovani citlivych neoplasmt zvlias-
% leukemie a pevnych nadort, napfiklad nddord pankreas a prsu.
Jakkoliv jsou faktory A89271 obecné uZitelnéd pro odetfovani vni-
mavych neoplasmi, jsoﬁ faktory A, F a I zvliast$ vhodné pro oSet-
fovani pevnych nadrord savcd, zvlastéd 1lidi.

Vyndlez se proto také +tyka zplsobu oéettovéni vnimav?ch ne-—
oplasmbt savcd, pridem2 se poddva 0&inné mnoZstvi alespofi jedné
sloudeniny 2ze souboru A89271, zahrnujiciho faktor A, faktor B,
faktor E, faktor F a faktor I neho.jeho farmaceuticky vhodnou sdl.

V tabulce VIII je uvedena G&innost vybranych faktord A89271
na urdité Dbund&né *rady pevnych nadort. Kolonova fermentaini
copkoustka diskové difuze na mékkém agaru je popséna Vv kapitole 3

publikace Cytotoxic Anticancer Drugs: Models and Concepts for

" Drug Discovery and Development (Frederick A. Valeriote a kol.,

« yyd. 1990). Uvedeny popsany zplisob se modifikuje p#¥idanim 1 ml

« a¢hanolu do ka%dého suchého faktoru ve fiole a 24dand koncentrace

-~ poztoku se nana%¥i na papirovy kotouZek (disk). KotouSek se vysusi

a pak se vlo%i na destidky mékkého agaru, jak je ve shora uvedené
publikaci popséno.

" Krom& uvedeného vyhodného provedeni se vyndlez také tyka
farmaceutického prostfedku, ktery obsahuje u&inné mnoZstvi ales—
poli jedné sloudeniny ze souboru A89271, zahrnujiciho faktor A,
faktor B, faktor C, faktor D, faktor E, faktor F a faktor I spo-
iu s farmaceuticky vhodnym nosi¥em, excipientem nebo tedidlem,
kterého se pouziva pro podavani 2ivo&ichbm.

Vyrazem “u&inné mnoZstvi", zde pou2ivanym, se vidy mini
davka alespoft jedné u&inné 1latky dostateéna pro terapeutické
osetteni podle specifické lékaf¥ské indikace.

Vyrazem "u&inna latka" zde pouZivanym, se vidy mini alespoﬁ

jedna sloudenina ze souboru A89271, zahrnujiciho faktor A aZ F a I.
Pro terapeutické odetfeni specifické indikace se podava

alespolt jeden A89271 faktor jako takovy, nebo zpracovany na jed-
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3 Tebulka VILII Vytvéten{ kolonie pFi diskové difuzni
Zkouskal.2 zkou3ce na mé&kkém agarw
3 A89271 _
3 EzKtor L1210 Pevny nédor Lk )
3 (meg/disk) P03 g8 ManlZ Sx-1 H8
Faktor A| 0-4002 650 650 600-650
(45 ug) 670
3 750 300-470 0-300
(11 ug) 250-320 610 250-420 0-300
(9 ug) 200-250 500 480 200-330
Faktor B 210 220 220 0-250
] (80 ug) 200-250 : 430 200-300 80-250
3 (20 ug) 100-200 260-400 18¢ | 0-100
- Fa.ktor E 280 300 350
: {80 ug) 250-300 | 440-500. | - 220-240 | 100-180
d 200-220 460 480-500
3 (20 ug) 100-200 300-360 100-180 80
Faktor F| 200-250 500 500 ' 200-300
H (80 ug) 350-460 550-580 200-400 0-120
, (20-ug) 300-350 590 ‘ 200-350 0-80
(16 ug) 0-220 440 460 _ 200-330
: (8 ug) 250-280 250 0-400 ’
= Faktor I 260 250 0-200 -
{80 ug) 200-220 490 500 100-200
2 (20 ug) 100-250 680 100-130 0-180
(16 ug) 110 420 390 120
1L1210 bufiky my$i leukemie
4 PO3 butky pevného nadoru my$iho pankreas
= €38 buiiky pevného nadoru my4$iho tra&niku
Maml7 bufiky pevného nadoru my$ich bradasvek
: CX-1 buiiky pevného nadoru lidskdho tra*-“ku
- H8 buitky pevného nadoru lidského tra®niku
] LML fibroblast "nizké malignance
- *méfeni v zonovych jednotkach: 200 zonovych jednotek = 6MM
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notkovou davku farmaceutického prostfedku pro parenteralni,trans—
dermalni, rektalni, nasalni nebo intravenozni podani nebo s vyho-
dou pro oralni podani. Takove farmaceutické prostfedky se pfipra—-
vuji v oboru o sob# Znamym zpdsobem a obsahuji alespoli jednu
Uéinnou latku ze souboru zahrnujiciho A89271 faktory spolu s far—
maceuticky vhodnym nosidem. V takovych farmaceutickych prostfed-
cich se Gdinnd sloudenina oznaduje jakoZto "udinnd latka". P#i
vyrobé farmaceutického prostfedku se uCinnéd latka zpravidla misi
S nositem nebo se Fedi nosidem nebo se zapouzd¥uje do nosite,
ktery miZe mit formu kapsle, sa&ku nebo jiného obalu. Pokud nosié
slou2i jako ¥edidlo, maZe byt pevny, polopevny nebo kapalny a pa-
sobi jako pojidlo, excipient nebo prostledi pro G&innou latku.
Farmaceuticky prostfedek ma pak formu tablet, pipulek, praskq,
kosodtvetedka, saskq, elixird, emulzi, roztokd, .sirupd, suspenzi,
mékkych a tvrdych 2elatinovych kapsli, sterilnich, véttikovatel-
nych roztokt a sterilnich balenych prazka.

Jakozto p¥iklady vhodnych nosi&fd, excipienttt a fedidel se
~uvédéji laktoza, dextroza, sacharoza, sorbitol, manitol, $kroby,
-~ klovatina akacia, fosforeénan vapenasty, alginaty, salicylat va-
- penaty, mikrokrystalicka celuléza, polyvinylpyrrolidon, celuléza,
" tragakant, Z%elatina, girup, methylceluldza, methylhydroxybenzoat,
Propylhydroxybenzoat, mastek, stearat hoteénaty, voda a mineralni
olej. Farmaceutické prostfedky mohou pi#idavné obsahovat mazadla,
smatedla, emulgatory, a suspenzadéni prostfedky, konservaéni pros—
tredky, sladidla a chutove Ptisady. Farmaceuticke progtfedky mo-
hou byt formulovany tak, aby okam2ité, po prodlou%enou dobu nebo
odlo%end uvolfiovaly alespofi jednu u&innou latku pPo podani nemoc-
nému za pouziti o sobé zZnamych zpQsobQ. Pro oralni podani se fak-
tor obsahujici popt#ipads alespoit jeden dalii faktor, misi s nosi-~
tem a s fedidly a lisuje se na tablety nebo se 2apouzdfuje do Ze-
latinovych kapsli. Nebo se smési mohou rozupoustét v kapalinach,
Jjako je napfiklad 10% vodny glukozovy roztok, isotonicka solan-
ka, sterilni voda nebo jako je podobna kapalina a mohou se poda-
vat intravenozné vstfikovanim.

Farmaceutické prostredky se s vYhodou fomuluji v jednotkove
davkovaci fprmé, pritemz kazda davka obsahuje pribli%né 1 mg a%
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pfibliZné 500 mg a nejlastdji ptiblisné 5 mg a2 pribli2né 300 mg
alespoft jedné Uu&inné latky. Vyrazem "jednotkova davkovaci forma"
se zde vidy mini fyzikalné odd#lens jednotky. vhodné jakoZteo davka
pro lidi 1 pro zvitata, ptiéemt ka2d4d jednotka obsahuje ptredsm
-stanovenéd mnoistvi u&innéd latky, vypodtené podle 2adouciho u&inku
spolu s potfebnym farmaceuticky vhodnym mosidem. Takové farmaceu-
tické prostfedky mohou obsahovat -alespo#t jeden faktor A89271 ja-
koZto U&innou latku. Vyrazem “farmaceuticky vhodny” se zde vzdy
mini nosi&, fedidloc nebo excipient, kterd Jsou siu&iteind s ogtat-
nimi slozkami a neplsobi nepfiznivé na osetfovaného jedince.

Nésledujici p#ipklady <farmaceutickych prostfedka vynalez
toliko objasfiuji, nijak jej vsak neomezuiji .PouZivany vyraz
"4éinnd latka" ma& shora vysvétleny vyznam.

Farmacsuticky prostfedsk 1
Tvrdé.ZQIatinové kapsle ss pfipravuii za pouziti nasiesduji-

cich slo%ek:
mno#stvi (mg/kapsle)

alespoll jedna G&inna latka 250
S$krob, sufeny 200
stearat hofsdnaty 10
celksm 460

Farmaceuticky prostifedek 2

Tablety se pfipravuji za pouXiti nasledujicich slio%ek:
mno2stvi (mg/tableta)

alespofi jedna uéinna latka 250
celuldza, mikrokrystalicka 400
oxid kfemidity, sublimovany S 10
kyselina stearova ]
celkem ' 665

. SloZky se smisi a slisuji se na formu tablet o hmotnosti
vidy 665 mg.
Farmaceuticky prostfedek 3




Suspenze, obsahujici vZdy 50 mg a&inné latky na 5 ml, se
" pfipravuji za pouz2iti nasledujicich sioZek:

. -alespofi jedna G&inna latka - 50,00 mg
natriumkarboxymethylceluléza 50,00 mg
sirup . 1,25 ml
roztok kyseliny benzoové 0,10 ml
chutovd p#isada q.-v.
barvivo q.v.
¢isténd voda do celkem 5,0 ml

Utinna latka se vede sitem No. 45 mesh U.S.(pramér ok 45
mikrometrd) a smisi se s natriumkarboxymethylcelulézou a sirupem
2za vzniku hladké pasty. Roztok kyseliny benzoové, chutova ptisada
a barvivo se 2zfedi dilem vody a ptidaji se =za michani. Pak se

p{id& dostateéné mnoistvi vody k dosaZeni 2aAdaného objemu.

Farmaceuticky prostfedek 4

: Intravenozné podadvany prostfedek se p¥ipravi za pouz2iti na-
-~ sledujicich sloZek:

alespofi jedna G&inna latka ' 100,00 mg
imotonicka solanka _ 1000,00 mi

Sloudeniny A89271 jsou &éiﬁné proti houbovym infekcim a cit~-
1ivym neoplasm@m v 3irokém oboru davkovani. Naptiklad denni davka
¥» zpravidla ptidbliZné O ,1 mg/kg a2 pfibli%né 50 mg/kg té&lesné
bmotnosti. P¥i oSetfovani dospélych jedinct je vyhodnou davka
pfibli2né 5 mg/kg aZz p¥ibliiné 25 mg/kg podavana najednou nebo po
nékolika &astech. Skutedné podavané mnoZstvi u&inné latky uréuje
v2dy lékar se z¥etelem na pfislusné okolnosti, jako je zavaZnost
onemocnéni, volba piislusné sloudeniny nebo sloufenin, vék, hmot-
nost a odezva pfisluiného jedince a cesta podani. Proto uré¢ita
ddvka U¢inné latky neni predmétem vynalezu. Mno%stvi dal#ich
sloZ2ek je je zndmé a v tomto oboru obvyklé.
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Vynalez bliZe objas#iuji av$ak nijak neomezuji nasledujici
priklady praktického provedenti. “
Obecné zplsoby. !H a 13C nuklearni magnetické rezonanéni
- {NMR) chemické posuny se vztahuji na rozpoustédlove pPlky: 6y
7,26 (zbytkovy CHCl;3) a 6. 77,0 Pro CbCl; a &6y 3,30 (zbytkova
CHD,0D) a 6¢ 49,0 pro methanol-d,. Homonuklearni !H pojivost ge
stanovuje experimentem COSY a heteronuklearni 1H-13C pojivost se
stanovuje HMQC (A. Bax a kol., J. Magn. Reson. 1986, 67, str.
565) a HMBC (A. Bax a kol., J. Am. CHem. Soc. 1986, .108, str.
2093). Homonuklearni 1!H nuklearni Overhauserovy efekty (NOE) se
- stanovuji podle rozdilu zkousk NOE za pouziti 3 s ozafovacich pe-
riod. V tabulce IX jsou p#ibli%né hodnoty Rf 189271 faktord zis-
kané chromatografii v tenké vrstvé (TLC) na silikagelu.

VWJLH\ i

TR

Tatulke IX trc re hodnoty A89271 fektord

) Rozpous t&ddlovy
A89271 fektor Rf hodnota System*
A 0,47 A
B 0,83 A
c 0,75 A
D 0,21 A
E 0,77 A
3 F 0.67 A
2 I 0,29 B
1A = toluen /EtOAc (3:1)
B = hexan /dioxan (3:2)

P#iklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

RIS

T
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Kultura Fischerella ambigua (Nageli) Gomont

Fischerella ambigua kmen ATCC 55210 se kultivuje v kapalném
prostiedi (modifikované A, M7) ve sklen&né baifice o obsahu 20
1itrd, obsahujici anorganickeé prost¥edi nasledujiciho sloZ%eni:

SloZke - MhoZsttve
‘NaNU3 ‘ "200 mg/L
! NH4C1 ' 10 mg/L
| KoHPO4 .3H0 65 mg/L
Mgso4;7azo ’ . 50 mg/L
CaCl;.2H0 13 mg/L
3~-(N-mor £ olino) -propanesulfonovéd kyselims 627 mg/L
Roztok minoritnfch prvkd® 1 mL/L
Boztok stopavych. prvkﬁtb 3/25 (0,12) mL/L

P¥ed autokldvovdnim se hodnota PH prost?edi nastavuje na 7
hydroxidem sodnym.

‘®Roztok minoritnich prvkd

SloZks MroZstve!
FeClj-6H,0 0,54 g/L
Na;EDTA 3,0 g/L
H3BO3 0,62 g/L
MnCl;.4H,0 1,4 g/L
ZnCl; 0,10 g/L
CoCly.6Hp 5 mg/L

CucCl, 2Hy0 . 34 meg/L
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"Roztok stopovych prvks
MroZstvi
Slazks (mg/10 L 0,1 N H,50,)

MoO3 (85%) 176, 4
NHVO3 229,6
CryK3 (SO4) 4.24H20 960,2
NiSO4.6H20 447,8
Co(NO3)3.6H0 493,8
Na, WOy . 2H,0 179,4
i Alz(SO4)3 317,1
| As704 66,1
cdcl, 81,5
STSoy 104,9
HgCl; 67,7
PbCl, 67,1
Licl 305,5
Rb3S04 78,1
NaBr 64,4
RI 65,4
NaF 11035
Na;Sae04 119,4
Be (N03)2.3H20 A1037;0

Kultury se kontinualns asvicuji
200 mikroeinstein m-2g-1
nich trubic.
obsahu . %

P¥ipadnou intenzitou 150 az
Z2a pouziti studenyrh bilych fluorescent-~
Qbecné se kultury inteﬁzivné provzdusiuji vzduchem o
oxidu wuhli¥%itého a inkubuji se p#i teplotd 24 + 1 °c.

Po 25 a% 30 dnech Se axenicka #asa oddéli filtraci a vysusi se
vymrazovanim.

VytéZek lyofilizovane tasy je zpravidla pribli%ns
0,4 g/l.,

P¥iklad 2
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Kultivace Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 nebo Westiellopsis
Prolifica UH izolat EN-3-1

Kmeny Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 nebo Westiellop~
8is prolifica UH izolat EN-3-1 se kultivuji stejns, jako je po-
Psano v prikladu 1. VytéZek lyofilizované tasy je zpravidla p¥i-
bii%n&0,2 a% 0,3 g/1 Pro Hapalosiphon hibernicus a p¥ibliizné 0,1
g/l pro Westiellopsis prolifica.

P¥iklad 3

Izolace A89271 A-F a hapalindold G a H z Fischerella ambigua kmen
ATCC 55210
.Lyofilizovan4 Fischerella ambigua kmen ATCC 55210 (83 g),

ptipravena zpasobem podle p#ikladu 1, se extrahuje systémem di-
chlormethan/2~propanol. Extrakt (4,07 g) se chromatografuje na
sloupci 1,1 m x 5 cm SJephadexu LH~20 za pouziti methanolu jakoZto
eluéniho &inidla. Frakce, G&inné proti Candida albicans pti dis-
kové zkouZce, se spoji na dva podily a odpa#i se. Zbytek z podilu
1 (242 mg) se rozpusti v 50 ml methanolu a filtruje se ptes 10 g
C18 oxidu kfemi¥itého. Filtrat (202 g) se pak chromatografuje na
sloupci 30 cm x 2,5 cm C18 oxidu kfemi¢itého (Chromegabond MC18, ES
Industries) za pouZ%iti linedrniho gradientu 80 a% 100 % methanolu
ve vodé. Fungicidni frakce tohoto sloﬁpce Se spoji a odp#i se,&im2
se zisk4d A89271 B (11,3 mg) a druhy zbytek (38 mg).

Dal3im &isténim druhého zbytku preparativni chromatografii
v tenksé vrstvé na silikagelu za pou2iti systému 3 : 1 toluen/et-
hylacetat se =ziska A89271 A (21 mg) a smés A89271 C a A89271 E.
Smés se rozd&li na 8isty C (4 mg) a E (7 mg) preparativni
chromatografii v tenké vrstvé na oxidu kfemiditém za pouziti ays—
tému 3 : 1 hexan/dioxan. |

Zbytek z podilu 2 (338 mg) se chromatografuje na C;3 sili-
kagelu podobnym zpuéobem jako material podilu 1, &im2 se 2igska
A89271 D (8,5 mg) a A89271 F (25 mg) spolu s hapalindoly 6 (10,5
mg a H (12,5 mg). (a]lp + 217,73 °)
Pfiklad 4
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Izolace A89271 I

Lyofilizovand Fischerella ambigua kmen ATCC 55210 (83 g),
ptipravena zplsobem podle pfikladu 1, se extrahuje zptsobem podle
ptikladu 3, &imZ se ziska 1,73 g extraktu. Tento material se
rozpusti ve 100 ml methanolu a zfiltruje se 15 g adsorbentu Ci8.
Piltrdt (995 mg) se chromatografuje na Sephadexu LH-20 zpﬁéobem
podle pfikladu 3, &im% se ziska podil (150 mg) obsahujicit indoly.

Tento material se chromatografuje na ¢Ci18 prep&rativnim
sloupci, jak shora popsdno, za pouziti gradientu 80 % a% 88 %
methanolu ve vod#, pridem% se shromazduji 5 ml frakce (pratokova
rychlost 5 ml/min). Frakce 42 a2 50 obsahuje faktory A89271 A a
E, frakce 52 a% 58 obsahuje hapalindol G a frakce 59 a% 62
obsahuje A89271 I.

Frakce, obsahujici A89271 I se spoji a zkoncentruji, 8im% se
ziska zbytek (7,6 mg), ktery se &isti Preparativni chromatogtafii
v tenké vrstvé na silikagelu (systém hexan/dioxan 3 : 2), 3im% se
ziska 4,5 mg A89271 T.

P¥iklad 5

Izolace A89271 faktord B a F z Hapalosiphon hibernicus
Lyofilizovany Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 (25 g),
ptipraveny zplsobem podle p#ikladu 2, se extrahuje v micha&ce
t#ikrat vidy jednolitrovym podilem 70% ethanolu. Zfiltrované oxt—
rakty se spoji a odpati se. Polopevny zbytek (4,72 g) se chroma-
tografuje na C18 reversnim fazovém silikagelu (50 g) za pouziti
strmné stupifiovitého gradientu voda k methanolu k dichlormethanu.
Frakce, obsahujici indolové alkaloidy podle !H NMR a podle chro-
matografie v tenké vrstvé (systém 3 : 1 toluen/ethylacetat) se
spoji (1,4 g) a dale se rozdé&li bleskovou sloupcovou chromatogra-—
fii na silikagelu (40 g) za pouZ2iti smési hexanu a ethylacetatu.
Frakce eluovand systémem 4 : 1 hexan/ethylacetat (138 mg), obsa-
huje v podstat# %isty A89271 B. Frakce 7 (290 mg) se dale chro-
matografuje na C8 reverznim fazovém silikagelu za pou%iti rozpou-
3tédlového gradientu podobného, jako uvedeno shora. Frakce 32 a%
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46 obsahuje pouze A89271 F podle 1H NMR a podle chromatografie
v tenké vrstvé. Frakce 5 (180 mg) se prekrystaluje ze systému
hexan/dichlormethan, &imZ se ziskd A89271 F (100 mg) bilych jehlic.

P#i{klad 6

Izolace A89271 B z Westiellopsis prolifica

Lyofilizovany Westiellopsis prolifica EN-3-1 (17.3 g) se
extrahuje 70% ethanolem (jeden litr) miZ%enim (3 krat). Zfiltrova-—
ny exrtrakt se odpa¥i, ¢im%2 se ziska polopevany zbytek (3,5 g).
Surovy extrakt se frakcionuje bleskovou sloupcovou chromatografii
na C-18 reverznim fazovém materidlu (50 g) =za pouzz2iti strmné
stupliovaného gradientu voda k methanolu k dichlormethanu. Frakce
6 aZ 10 obsahuje A89271 faktory podle 1H NMR spektroskopie a pod-
e chromatografie v +tenke vrstvéd. Tyto £frakce se opét spoji
{1,25 g) a ddle se rozdéli bleskovou sloupcovou chromatografii na
silikagelu (150 mg) =za pou%iti smé&si hexan/ethylacetat. Frakce
5 z tohoto sloupce (32 mg) obsahuje pfedeviim A89271 B podle 1H
a 13C NMR spektroskopis. Tyto frakce se pFekrystaluji ze systému
hexan/dichlormethan, &im2 se ziska &isty A89271 B ve form& bilych
jehlic (13 mg).

P¥iklad 7

Nosid¢ pro strukiuralni formule A89271 A - F a I

1) A83271 A.
a)  Charakterjstiky

(alp -30° (MeOH, c 0.1);

CD (MeOH) A nm [81: 228 (-30,200), 248 (1,000),
272 (-11,000), 303 (18,100);

UV (MeOH) Amax om (£): 227 (13,900), 301 (2,170);

IR (KBr) Vmax: 3500, 3007, 2977, 2933, 2123,
1391, 1371, 1188, 1043, 1003, 937 cm-!;
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1@ NMR (500 MHz, cDCl3) 8 (multiplicita, J
Hz; asignace:; NOE ): 7,12 (dd, J = 7,3 a 0,7 Hz; H-5;
6,17); 7,31 (m, J = 7,8 a~ 7,3 Hz; H-6; 5, 7), 7,32 (m, J
= 7,8 a 0,7 Hz; H-7; 6), 4,09 (&d, J 12,3 a 3,9 Hz;
§-13; ldeq, 15,20), 2,17 (ddd, J = -12,8, 3,9 a. 2,7 Hz; .
H-ldeq; 13,14ax,15,17), 2,47 (q, IJI = 12,8 Hz; H-l4ax;
; 14eq,18,19), 1,64 (br ddd, J = 12,8, 2,7 a.. 1,2 Hz; H-15;
. 13,14eq,17), 1,35 (s; H3-17; 5,14eq,15), 1,39 (s; H3-18;
3-0H,10-0H, 14ax), 1,68 (s; H3-19; 10-0H, l4ax,212,26), 5,96
(dd, § = 17,3 a 11,1 Hz; H-20; 13,21z,21E), 5,37 (4, J =
17,3 ®z; H-212; 19,20,21E,26), 5,53 (4, J = 11,1 Hz; H-21E;
. 20,21%Z), 3,11 (4, J = 4,3 Hz; B-25; 26,27), 3,55 (d, J =
' 4,3 Hz; H-26; 19,212,25), 1,73 (s; H3-27; 25), 1,72 (s;
H3-28;3%4dnd), 2,91 (s; OH ina C-3; 10-OH, 18), 4,26 (4, J =
1.2 Hz; OH meC-10; 3-OH, 18,19); |
13c NMR (125 MHz, CDCl3) d (multiplicita,
poziee ; lH-HMBC): 187,4 (s, C2; 3-OH,25,27,28), 83,0 (s,
Cc3; 3-0H, 10-CH), 147,1 (s, C4; 5,6,7,15,17,18), 120,0 (4,
c5; 6, 7), 130,7 (4, c6:; 5), 118,8 (4, C7; 3), 152,0 (s,
c8:5,6,7), 135,8 (s, C9; 3-0H,5,7), 77,7 (s, C10; 3-0H,10-
OH, l4eqg, l4ax,26), 68,1 (s, Cll; 10-0H, 19,20,25,26), 51,2
(s, Cl12; 13,14eq,l4ax,19,20,212Z,21E,26), 63,8 (4, Cl3;
ldeq, 14ax,15,19,20), 29,0 (t, Cl4; 13,15), 53,3 (4. Cc15;
13, 1deq, 14ax,17,18,10-0H), 38,8 (s, Cl6; 5,15,17,18), 26,3

(g, C17; 15,18), 25,6 (q, C18; 17), 13,9 (q, C19:; 13,20/,
140,5 (4, €20; 13,19,21z), 120,3 (t, C21;%4dnd), 164,5 (s,
c23;%4dnd), 39,1 (s, C24; 25,26,27,28), 64,6 (d, C25;
26,27,28), 60,3 (d, C26;%4dnd), 30,6 (q, C27; 25,28), 26,6
(q, C28; 25, 27)

58 FABMS m/z 453/455 (3:1 MH+ jontovy shluk)
ER FABMS m/z 453,1353 (C2gH39N203C1l, A -0,8

mmu) .

b) Analyza charakteristik

é NMR analyza ukg:ujé Pfitomnost 26 uhlikovych a 29 vodikovych
atomd. Pozoruje se 26 signald v 13C NMR spektru pro 5 methylovych
2 methylenové, 8 methinovych a 11 kvarternich atom@ uhliku. V HHQé




experimentu 15 protonovanych uhlikovych signala je ve vztahu se 17
a 19 protonovymi signaly v 1H NMR spektru. Dva zbylé protonove
signaly (2,91 a 4,26 ppm) se pitikladaji dvéma vyménitelnym protondm.
Jeliko%Z FAB Ms ukazuje 3 : 1 Protonovany molekulArni iontovy sva-
zek pfi mlz 453/455, m4 mit A89271 A jeden atom chloru, dva atomy
dusiku a t#i atomy kysliku na u&et multiplicity iontového svazku a
zbytek hmotovych jednotek. Vysoka rozli%ovaci méfeni potvrzuiji
molekularni vzorec C26H29N,03C1, co% vyZaduje 13 jednotek nenasy-
cenosti.
Pouze 10 signald je v oblasti 100 aZ 200 ppm spektra 13C
NMR. Sest Pikd se pridita atomOm uhliku trisubstituovaného benzo-
idniho jddra, dva navic atomm uhliku vinylové skupiny a dalst
isonitrilovému uhliku. Zbyly signal (6 187,4) je konsistentni
s iminovym uhlikem a doklada, %e A89271 A je indolenin. A89271 A
nemdZe byt indolem, jelikoZ jeho UV spektrum je atypické pro in-
“dol a jeho NMR spektrum nema sign4aly pro sp2-typ C3 a indol NH.
Jeliko% pouze 7 z 13 jednotek nenasycenosti se pri&ita w vazbam,
Je A89271 A hexacyklicky.
' Dva atomy kysliku jsou v hydroxylovych skupinach (65 2,91 a
~4,26), vAzané na kvarterni atomy uhliku (8¢ 83,0 a 77,7). Zda se,
+%e tfeti atom kysliku je v epoxidovém kruhu (64 3,11 a 3,55; &c
64,6 a 60,3),.
Porovnani NMR hodnot (v&etnd HMBC a NOESY ukazuje, %e
A89271 A ma stejnou strukturu jako A89271 C od C4 a* C21, av#ak
8 tim rozdilem, %e ma hydroxylovou skupinu na C3, C26 z 5 sub-
stituentd uhliku na C2 anelovaném na Cl1 a epoxidicky atom kys-
1i{ku, vazany na C25 a C26. Hydroxyl na Cl10 je axialni, jeliko2
NOE se zdaji mezi OH protonem a axiadlnimi methylovymi skupinami
na Cl2 a C16. Hydroxylova skupina je také na C3 a syn k OH na
€10, jelikoZ (1) NOE je viditelny mezi dvéma OH protony a mezi OH
protonem na C3 a axidlni methylovou skupinou na C16 a (2) HME"
vZtahy se nalezly mezi OH protonovym signalem a C2, C3, C9 a Cl0
signaly. Jako v ptipad$ A89271 B, C a E, infra, gem-dimethylova
skupina je vAzana na C2, jeliko% HMBC vztahy se pozoruji mezi
dvéma protony dvou methylovych skupin (1,72 a 1,73 ppm) a C2.
Zbylé atomy, +to Je atopmy 1,2-disubstituovaného epoxidového
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jadra, Jjsou vazany na gem—~dimethylovou skupinu a Cl1, jeliko%
se zjistily HMBC vztahy mezi mezi H26 a Cl0, Cl1, Cl12, C24 a C25
a mezi H1S5 a C24, C27 a C28. Skutelnost, %e protony na epoxidovém
kruhu jsou orieniovény jak ukazano v 1 jsou zaloZeny na NOE mezi
(1) H25 a protony na C26 a C 27 a (2) H26 a protony na C 19, C21
(pouzes E) a C25.
¢) Krystalograficka analyza A89271 A rentgenovymi paprsky

A89271 A krystaluje ze systému methanol/voda v jednoklon-
né soustavé skupina P2; s jednotkou o rozmérech a = 0,792(2)nm,
b = 1,2418(3) nm, ¢ = 1,3686(6) nm, P = 94,55(3) nm a vypodtend
hustota je 1,27 g cm-3. Celek 1803 reflexi s 2q men31i ne% 116,0,
méfeno Siemens R3IM-V difraktometrem s rentgenovymi paprsky za
pou2iti zafeni médi. Struktura fesena za pou%iti p#imych zpasoba
a rafinovédna poslednimi &tverci s faktory anisotropickse teploty
Pro vSechny atomy s vyjimkou vodiku. V&echny atom vodiku jsou
Zadlenény na vypo&itané polohy. Findlni R-faktor je 0,06 pro 1668
Pozorovanych reflexi. Tak je potvrzena struktura a relativni ste—

_ Teochemie A krystalografii s rentgenovymi paprsky.

2) A82271 B.
a) Charskteristiky
Mp >300°;

(@]p-37°(MeOH, ¢ 0,1)

CD (MeOH) A nm [8]}: 225 (20,800), 236 (-11,000),
sh 255 (-6,800), 280-292 (-1,300), 300-310 (-4,700);

OV (MeOH) Apmax nm (€): 225 (32,400) 282 (7,600);

IR (KBr) nmax: 3620, 3487, 2975, 2142, 1602,
1467, 1445, 1231, 1046, 924 cm-l.

1 NMR (500 MHz, CDCl;) & (multiplicita, J v
Hz; gsignece., NOE ): 8,03 (br s; 1-NH; 7,27,28), 7,00
{dd, 3 = 7,4 a 0,7 Hz; H-S5; 6,1), 7,12 (m, T = 7.9 a
7,4 Hz; H-6; 5,7), 7,13 (m, 3 =7,9 a 0,7 Hz; H-7;
1-NH,6), 3,22 (dd, J = 11,2 a 2,3 Hz; H-10; 11,14ax, 18,

- 19), 4,67 (4, J =.2,3 Hz; H-11; 10, 19, 25, 26z, 27, 28),

4,41 (44, J = 12,5 a 4,4 Hz; H-13; l4eq, 15), 2,44 (dd4,
J = -13,0, 4,4 a. 2,8 Hz; H-ldeq; 13, l4ax, 15, 17), 1,94
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{g, |JI = 13,0 Hz; H-l4ax; 10, ldeq, 18, 13). 2,22 (4dd, g
= 12,5, 11,2 a 2,8 Hz; H-15; 13, ldeq, 17), 1,53 (s H3
-17; 5, 1l4eg, 15, 18), 1,05 (s; H3-18; 10, ldax, 17), 1,34

(s; H3-19; 10, 11, 1ldax, 20, 21Z), 6,07 (dd, J = 17,6 a
11,1 Hz; H-20; 13, 19, 21z, 21E), 5,27 (d, J = 17,6 Hz;
H-212; 19, 20), 5,34 (d, J = 11,1 Hz; H-21E; 20), 6,21 (dd,
J=17,6 a 10,6 Hz; H-25; 11, 262, 26E, 27, 28). 5,24
(ad, J = 17,6 a. 0,9 Hz; H-262; 11, 25, 27, 28), 5,21 (dd,
J = 10,6 a .0,9 Hz; H-26E; 25), 1,58 (s; H3-27; 1-NH ,1l,
25, 262), 1,52 (s; H3-28; 1-NH, 11, 25, 262)

- 13c NMR (125 MHz, CDCl3) & (multiplicita,’
pozice ; lH-EMBC): 137,0 (s, C€2; 1-NH, 10, 25, 27, 28),
105,4 (s, C3; 1-NH, 10,11), 139,7 (s, C4; 5, 6, 7, 17,
18), 112,6 (4, C5; 6, 7), 122,2 (d, C6;%4dmd), 107,8 (d,
c7; 5), 132,2 (s, C8; 1-NH, 5, 6, 7), 127,0 (s, C9; 1-NH,
5, 6, 7), 34,5 (4, C10; 11,1ldeq, l4ax, 15), 66,2 (d, Cll; 15,

- 19, 20), 44,8 (s, C12; 10, 11, 13, 1ldeq, ldax, 19, 20, 21Z,

©21E), 62,8 (d, C13; 11, l4eg, ldax, 19, 20), 33,0 (&, Cl4;
10, 13, 15), 44,6 (&, C15; 10, 11, ldeq, ldax, 17, 18),

“36,5 (s, C16; 5, 1deq, ldax, 15, 17, 18), 23,9 (g, C17: 18),
24,8 (q, C18; 15,17), 16,2 (q, C19; 11, 13, 20), 142,4 (d,
c20; 13, 19, 21z, 21E), 115,9 (t, C21;%&dnd), 158,6 (s,
c23; 11), 38,7 (s, C24; 25, 26z, 26E, 27, 28), 146,2 (d,
c25; 262z, 27, 28), 113,1 (t, C26; none), 27,6 (q, C27; 25,
28), 29,3 (q, C28; 25, 27).

FDMS m/z 406/408 (3:1 M+ iontovy shluk)

FABMS m/z 407/409 (3:1 MH+iontovy shluk]:380/382
(MH*~HCN) ; '

HR FABMS m/z 407,2207 (C2¢H32N2Cl, A +4,7 mmu),
380,2112 (CzsH3INCl, A +3,3 mmu).

b) Analyza charakteristik

Desorpéni hmotové spektrum B vykazuje 3 : 1 molekuldarni
itontovy shluk p#i m/z 406/408 a vysdce rozli%ujici hmotové méifeni
potvrzuje elementarni sloZeni C2sH31N2Cl. Z vySetfeni hodnot !H a
13¢ NMR vyplyva, %e B Jje hapalindol G, substituovany na C2
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1,1-dimethyl-2-propenylovou skupinou. Signal pPro proton na C2
indolového ppodilu chybi aviak pridavné signdly potvrzuji ptitom-
nost druhé vinylové skupiny a druhé gem-dimethylové skupiny. HMBC
a NOESY zkousky potvrzuji navrienou strukturu. Napfiklad kopulacs
se pozoruje mezi C2 a protony na N1, Cl0, C25, C27 a C28 ptli ex-

perimentu HMBC a NOE jsou evidentni mezi H1l a protony na C26
(Z pouze), C27 a C28.

3) A89271 ¢C.
a)  Charakteristiky .
amorfnt pevnd ldtka
[alp -44° (MeOH, c 0,1)

cD (MeOH) A nm [0]: 224 (-7,000), 229 (-25,500),

. 242 (-8,700), 255 (-8,900), 291 (-5,000), 295 (-5,300);
OV (MeOH) Apax nm (g): 223 (40,700), 281
(9,400), 291 (7,700);
IR (KBr) Dmax: 3486, 2976, 2144, 1442, 1227,

999, 936 cm-l.

y lg NMR (500 MHz, CDCl3) & (multiplicita, J v

. Hz; psignace :; NOE ): 8,18 (br s; 1-NH; 7, 27, 28), 7,07
(4d, 3 = 7,3 a 0,8 Hz; H-5; 6, 17, 18), 7,17 (m, J = 8,1
& 7,3 Hz; H-6; 5, 7), 7,15 (m, J = 8,1 a- 0,8 Hz; H-7;
1-NH, 6), 4,68 (s; H-11; 10-OH, 19, 20, 212, 25, 26Z, 26E,
27, 28),4,41 (dd, J = 12,2 a 4,1 Hz; H-13; ldeq, 15, 20,
21z), 2,30 (ddd, J = -13,1, 4,1 a - 2,3 Hz; H-ldeg; 13,
l4ax, 15, 17), 2}53 (q, 13l = 12,7 Hz; H-ldax; 11, I4eq,
18, 19), 2,41 (ddd, J = 12,7 a 2,3 Hz; H-15; 13, ldeq,
17), 1,54 (s; Hy -17; 5, ldeq, 15, 18), 1,23 (s; H3 -18; 5,
10-0H, l4ax, 17), 1,53 (s; H3 -19; 10-OH, 11, ldax, 20,
21z), 6,04 (dd, J = 17,6 a 10,9 Hz; H-20; 11, 13, 19,
21z, 21E), 5,26 (4, J = 17,6 Hz; H-21Z; 11, o, 19, 20,
21E), 5,31 (4, J = 10,9 Hz; H-21E; 20,21z), 6,33 (44, J =
17,6 a 10,4 Hz; H-25; 10-OH, 11, 26Z, 26E, 27, 28), 5,36
(d, J = 17,6 Hz; H-262; 10-OH, 11, 25, 26E, 27, 28), 5,28
(d, J = 10,4 Hz; H-26E; 11, 25, 26z), 1,64 (s; H3-27; 1-NH,
11,25,262,28), 1,62 (s; H3-28; 1-NH, 11, 25, 262, 27), 1,67
(s; 10-OH; 11, 1dax, 19, 25, 26E)
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13¢c NMR (125 MHz, CDCl3) 8§ (multiplicits,
cczice ; ly-EMBC): 138,8 (s, C2; 1-nH, 25, 27, 28), 111.4

(s, C3; 1-NH, 10-0H, 11), 139,8 (s, C4; 6, 17, 18), 1144
(4, C5; 6, 7), 122,9 (d, C6;%4dnd, 107,6 (d, C7: 5), 131,8
(s, C8; 1-NH, 6), 125,4 (s, C9; 1-NH, 5, 7), 73,8 (s, Cl0:
11, 1deq, 1ld4ax, 15, 10-0H), 68,5 (d, cl1; 15, 19, 20, 10-
oH), 45,3 (s, C12; 11, 13, ldeq, ldax, 19, 20, 21z, 21E),
63,9 (d, C13; 11, ldeqg, ldax, 15, 19, 20), 29,1 (t, Cl4;
13, 15), 48,0 (&, c15; 11, 13, ldeq, ldax, 17, 18/, 36,7
(s, C16; 5, ldeq, ldax, 15, 17, 18), 27,1 (q, C17; 15.18).
26,5 (q, c18; 15, 17), 18,5 (g, C19; 11, 13, 20), 144,2 (d,
©20; 13,19,21z), 115.5 (&, C2134dnd), 159,0 (s, C23; 11J,
39.0 (s, C24; 25, 26z, 26E, 27, 28), 146,8 (d, C25; 262,
27, 28), 112.7 (t, C26; {édnd, 27,6 (q, C27; 25, 28), 28,9
(q, C28; 25, 27):

FDMS m/z 421/423 (3:1 [M-H]+ iontovy shlukl
, FABMS m/z 423/425 (3:1 MH* iontovy shluk)
e HR FABMS m/z 423,2197 (CpgH3aN20CL A +0-6 mmu).

b Analyza sharalitorinsilk

KEmotova - e d 3
otova spekircmetrisz opotvrzuiz mol=zkularni vzorec pro

£32271 C jako C:.H. M OO0 i
. e pedloeM o020 D NME A8227L C nsna i 3
198 ACPa 4 TEnA signal pro H1O

Z=ery ma2 3. ma vsak z1gqnel pri 5
i vsak srganel pori 1.87 pro hvdrexylovy proton
dWrArnmnyvicva skupina 32 iRvi na (10 ielike? ‘ . a1
na 3 vl na (10 telikez OH protoncevy si :
Z OH oo 3ignal

rvkazuie dv-uvazne

i

t¥ivazng HMBC wvztahy & C3, C10, Cll1l, C15

>

I i : ;
wdranyiaved shupinas ws
y apin

wrm (T e 53 3
2 (Sl ke oméia hY oaxiaind ieliiliio® i :
rwoanialini,  jelikoZ signaly

{

ST oaxiala: praton na C t 13

N pra<on na Cl4a a protony axialnich methylovych skupin
~a f 3 I - ;
12 212 3 Clé jscu posunubty vyraznd dolu a NOE 352 pozoruiji mezi OH
Protonem a protony na Cll, Cl4 (pouze axialné&), C19, C25 a c26
\tm . A ’
(toliko E) Proto ma A89271 C strukturu podobnou jako hapalindol

V 3 +tou vyjimkou 2e A8927
. 1 Cma 1,1- dimethyl-2-
Skupinu v poloze C2. ! Propenyiove




4) A83271 D.
a) T risciky
amorfni pevnd létks
[a]lp -18° (MeOH, ¢ 0,1);
CD (MeOH) A nm [g]: 221 (31,300), 231 (-18,000),

268 (11500)i 300 ('21500);
UV (MeOH) Amax nm (€): 224 (36,000), 280 (7,200),

290 (5,500);

IR (KBr) npax: 3020, 2131, 1701, 1445, 1250, 1033
cm-1.

1@ NMR (500 MHz, CDCl3) & (multiplicita, J V.
Hz; esignece ; NOE ): 8,08 (br s; 1-NH; 7, 27, 28), 7,08
(&4, § =7,2a .0,7 Hz; H-5; 6, 17, 18), 7.15 (dd, J = 17,7
a 0,7 Hz; H-6; 5, 7), 7,21 (dd, T = 7,7 a 7,2 Hz; H-7;
1-NH, 6,53 (dd, J = 12,7 a 3,6 Hz; H-13; ldeqg, 15, 20),
2,32 (ddd, J = -12,7, 3,6 a . 2,7 Hz; Hldeq; 13, 1dax, 15,
17), 2.61 (q, 13! = 12,7 Hz; H-1l4ax; ldeq, 18, 19), 2,46 (br
dd, J = 12.7 a 2,7 Hz; H-15; 13, ld4eq,17), 1,53 (s; H3-
17; 5, ldeq, 15,18) 1,37 (s; H3-18; 5, 10-OH, ldax, 17),
1,84 (s; H3-19; 10-OH, ldax, 212, 26, 26-OH), 6,08 (dd, J =
17,2 a 11,1 Hz; H-20; 13, 21z, 21E, 26), 5,43 (4, J =
17.2 Hz; H-21Z; 19, 20, 21E, 26), 5,54 (d, J = 11,1 Hz; H-
21E; 20,212Z), 4.65 (dd, J = 5,0 a 1,8 Hz; H-26; 19, 21z,
25, 26-0H), 4,22 (br s; H-25; 26,27), 1,60 (s; H3-27; 1-NH,
25), 1,43 (s; H3-28; 1-NH, 10-OH, 26-OH), 3,61 (s; OH na C-
10; 18, 19, 26-0H, 28), 2,55 (br s; OH nuC25; 10-0OH, 26-
OH), 4.01 (d, § = 5,0 Hz; OH m(C-26; 10-0H, 19, 26, 28)

13c NMR (125 MEz, CDCl3) & (multiplicit-,
pozice : lH-HMRC): 136.9 (s, C2; 1-NH, 27, 28), 110.4 (s,
C3; 1-NH), 139,3 (s, C4; 6,17,18), 114,7 (4, C5; 7), 123.1
(d, C6;%4dand), 107,3 (d, C7; 5), 133.0 (s, C8; 1-NH, 6),
124;7 (s, C9; 1-NH, 5, 7), 77;8 (s, C10; 10-0H, l4eqg, 1l4ax,
15, 26), 70.3 (s, Cl1l1l; 10-0H, 18, 20, 26, 26-0OH), 50,7 (s,
Cl2; 13, l4eq, ld4ax, 19, 20, 21z, 21E, 26), 65',4 (d, C13;
l4eq, 1dax, 15, 19, 20), 29,0 (t, Cl4; 13, 15), 49,4 (d,
Cl5; 10-0H, 13, ldeq, 1l4ax, 17, 18), 37,6 (s, Cl6; 5, 15,
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17, 18), 28.8 (q, CL7; 18), 26,6 (g, cl& 15, 17/, 13?2.(q'
cl9; 13,20/, 141,3 (d, c20; 13, 19, 212), 120;2 (e, C21;
$4dnd), 163,0 (s, C23;%4dnd), 40,4 (s, C24 26, 27, Zi)l
73,9 (4, C25; 26, 27, 28), 80.7 (d, C26; 26-0H), 28,1 1

c27; 28), 27,0 (g, C28; 25, 27).
FDMS m/z 454/455/456/457 (

MH* iontovy shluk) _
HR MS m/z 454,2009 (C2gH31N203Cl, D +1,4 mmu). |

phekryti 3:1 M+ &

b) Analyza charakteristik
FAB MS vykazuje 2 : 1 MH+ iontovy shluk p#fi m/z 454/456 a
HR MS doklada molekuldrni vzoree C::H: ! N:04Cl. Spektrum UV a NH
signal pfi 8,08 ppm ve 'H NMR spekiru scuhlasi s indolem. NMR
hodnoty ukazuiji, %e A39271 D ma podobnou strukituru jako A89271
- F. pticemZ iz rozdilem, %2 epoxidovy kruh ije nahrazen trans
diolovou iednotkou. 'H NMR svektrum dava signaly p#i 4,22 (H25) a
~ 4,65 (H26) opm, kieré jsou kopulsviny nzvzdajem a k hydroxylovym
'protonovvm gignalim pi: 2,58 & 4,01 ppm. Rxperiment HMBC doklada.
Ze transdicizva jednotka je spojena s Cll a C24, Jjeliko% prié&ns
Plky jsou me=i signalem H 26 a signalv Cl10. Cll, Cl12. (24 a C25.
MOESY experiment doklada. %2 skupina OH na C26 j2 syn k methvlovs
skupiné na 7.2 a OH skupiné na Cl0, jeliko% NCE se jevi mezi (1)

26-CH protsrsm protony 10-0H. =21iidini methviova skupina nz Ci2

wm

a pro-P  weraviovd skuning oa €24 3 (2) H286 a 2 oroten na 021,

5) AB9271 E.
a) Charakteristiky
azorfni pevnéd létks
(alp -9.5° (MeOH, c 0,1).

CD (MeOH) A nm [0]: 223 (12,600), 230 (-21,200),
241 (-4,100), 251 (-6,700), sh 270 (-3,400), sh 282
(-2,400), 291 (- 2,100), 295-305 (-3,600);
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UV (MeOH)- Amax nm (£): 223 (36,000) 281 (8,400),
291 (6,800);

IR (KBr) nmax: 3486, 2970, 2146, 1700, 1603,
1441, 999, 935 cm-l.

lg NMR (500 MHz, CDC13) & (multiplicirca, J -
Hz; ggignece ; NOE ): 8,15 (br s; 1-NH; 7, 27, 28), 7,06
(dd, J = 7,4 a 0,6 Hz; H-5; 6,17,18), 7,15 (dd, J = 8,1
& 7,4 Hz; H-6; 5,7), 7,13 (dd, J = 8,1 a 0,6 Hz; H-7;
1-NH,6), 4,49 (s; H-1l; 10-OH, 19, 20, 25, 262, 26E, 27,
28), 1,93 (ddd, J = -13,1, 12,7 a 3,6 Hz; H-13; 13eq,
l4eq), 1,64 (ddd, J = -13,1, 3,6 a. 3,2 Hz; H-13; 13ax,
ldeq), 1,88 (ded, J = -12,7, 3,6 a ~ 2,3 Hz; H-ldeq; 13ax,
13eq, 1l4ax, 15, 17), 2,11 (qd, IJi = 13,0 a ~ 3,2 Hz;
H-ldax; l4eq, 18, 19) 2,21 (dd, J = 12,7 a 2,3 Hz; H-15;
ldeq, 17), 1,51 (s; H3-17; 5, l4eq, 15, 18), 1,21 (s;
H3-18; 5, Idax, 17), 1, 42 (s; H3-19; 11, 1dax, 20, 21z),
5,94 (dd, J = 17,6 a. 10,9 Hz; H-20; 11, 19, 21z, 21E),
5,06 (d, J = 17.6 Hz; H-212Z; 19, 20, 21E), 5,08 (4, J =
10,9 Hz ; H-21E; 20, 21z), 6,36 (dd, J = 17,6 a 10,4 Hz;
H-25; 11, 26z, 26E, 27, 28), 5,37 (dd, J = 17,6 a <1 Hz;
H-26Z; 11, 25, 26E, 27, 28), 5,28 (dd, J = 10,4 a <l HZ;
H-26E; 11, 25, 262), 1,67 (s; H3 -27; 1-NH, 11, 25, 26z,
28), 1,63 (s; H3-28; 1-NH, 11, 25,26z, 27), 1.62 (s; 10-OH;
11).

13c NMR (125 MHz, CDCl3) & (multiplicitg,
pozice ; lH-HMBC): 138,5 (s, C2; 1-NH, 25, 27, 28), 112,6
(s, ¢3; 1-NH,10-0H, 11), 140,6 (s, C4; 5, 6, 15, 17, 18),
114,2 (d, cS5; 7), 122,6 (d, c6; 5), 107,3 (4, C7; 5), 131.7
(s, C8; 1-NH, 5, 6), 125,7 (s, C9; 1-NH, 5, 7), 74,2 (s,
C10; 10-0H, 11, ldeq, 14ax, 15), 67,2 (d, Cll; 10-OH, 15,
19, 20), 40,6 (s, Cl2; 11, 1l3eq, ldeq, ldax, 19, 20, 21z,
21E), 31,6 (t, C13; 11, 14eq, ld4ax, 15, 19, 20), 17,7 (t,
Cl4; 13ax, 15,, 47,0 (d, C15; 10-0H, 11, 13ax, ldeqg, ldax,
17, 18), 36,5 (s, Cl6; 5,14eq,15,17,18), 27,0 (q, C17;
15,18), 26,6 (q, C18; 15,17), 24,1 (q, Cl9; 11, 13ax, 20/,
147,5 (d, C€20; 11, 13ax, 19, 21z), 111,9 (t, C21;%4dnd),
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157, 0 (s, C23; 11), 39,0 (s, C24; 25, 262, 26E, 27, 28),
147,1 (d, C25; 26z, -27, 28), 112,6 (s, C26;%4dnd), 27,8 (q,
£27; 25, 28), 28,9 (g,cC28, 25, 27)

_FDMS m/z 388 (M*});

FABMS m/z 389 (MH*Y);

HR FABMS m/z 389,2590 (CzgH33N20, A +0.3 mmU).

) Analyza charakteristik

Elementarni sloZeni A89271 E je podle MS C;¢H3:N;0. NMR
doklada, %e E je dechlorovanym derivatem A89271 C. Hodnoty COSY a
kopuladéni konstanty naznaduji, Ze C13 a2 Cl15 jsou jednotkami
CH:=CH;~CH,«. Podle experimentl HMBC a NOESY je OH na Cl0O axialné

mrientovan.

) A89271 F.
a)  Charakrexistiky
4£. #p >300°C /ze rozkladu/
[a]lp -60° (MeOH,c 0,1).

CD (MeOH) A nm (0]: 220 (23,200), 231 (-13,400);
UV (MeOH), Amax: nm (£): 223 (36,000), 272

(7,100), 279 (6,800);
IR (KBr) Ymax: 3691, 3618, 2976, 2130, 1604,

1448, 1046, 944, 876 cm!
lg NMR ( 500 MHz, CDCl3 ) & (multiplicite, J -

Hz; esignesce ; NOE ): 7,99 (br s; 1-NH; 7,27,28), 7,06
tad, § = 7,2 a 0.7 Hz; H-S; 6,17,18), 7.19 (dd, J = 8,1
a- 7,2 Hz; H-6 ; 5, 7), 7,09 (dd, J = 8,1 a - 0,7 Hz;
H-7; 1-NH, 6), 4,45 (dd, J = 12,7 a-. 3,6 Hz; H-13; ldeq,
15, 20), 2.33 (ddd, J = -12,7, 3,6 a 2.7 Hz; Hldeq; 13,
dax, 15, 17), 2,62 (q, |31 = 12,7 Hz; H-ldax; ldeg, 18,
19), 2,34 (dd, J = 12,7-a 2,7 Hz; H-15; 13, ldeqg, 17),
1,51 (s; H3-17; 5, l4eq, 15,18), 1,40 (s; H3-18; 5, 10-OH,
l4ax, 17), 1,74 (s; H3-19; 10-OH, ldax, 20, 212, 26), 6,16
@d, 3 = 17,6 a 10,9 Hz; H-20; 13, 19, 21z, 21E, 26),
5.44 (4, J = 17.6 Hz; H-21Z; 19, 20, 212, 26), 5,59 (d, J =
10.9 Hz; H-21E; 21z), 3,13 (4, J = 4,5 Hz; H25; 26, 27,

d
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28), 3,77 (d, J = 4,5 Hz; H-26; 19, 21Z, 25), l,;?)(s; -
H,-27; 1-NH, 25, 28), 1,67 (s; Hy 28; 1-NH, 23, ., 3,
e o e i3éoﬁii’<ii; MHz, CDCly) & (multiplicite’,
pozice ; lH-EHMBC): 133,5 (s, C2; 1-NH, 25, 27, 28), 109,6
(s, C3; 1NH), 139,7 (s, c4; 6, 17, 18), 114,5 (4, cs: 7).
123,2 (4, c6; 5, 7), 107.0 (4, C7; 5), 133;6 (s, C8; 1-NH,
6)., 124,1 (s, c9; 1-NH,5,7), 75,0 (s, C1l0, 10-CH, ldeq,
l4ax, 15, 26), 68,6 (s, c11; 19, 20, 25, 26), 50,4 (s,
c12: 13, ldeq, 14ax, 19, 20, 21z, 21E, 26), 64,4 (d, Cl3;
l4eq, ldax, 15, 19, 20), 28,9 (&, cl4; 13, 15), 48,4 (4,
c15; 10-OH, 13, l4eq, ldax, 17, 18), 37.8 (s, Cl6; 5, 1l4eq,

. 14ax, 15, 17, 18), 28,4 (q, c17; 15, 18), 26,5 (q, C18;

15,17), 13,1 (q, Cl9; 13, 20), 141,3 (d, €20; 13,19,212),
120,0 (t, C21;%4dnd), 161,5 (s, C23;%4dnd), 36,1 (s, C24;

fi 25, 26, 27, 28), 65,9 (d, C25; 26, 27, 28), 61,4 (d, C26;

k-3

25), 27,3 (g, c27; 25, 28), 29.8 (q, c28; 2§, 27)f
FDMS m/z 436/438 (3:1 M* iontovy shluk)

FABMS m/z 437/439 (3:1 MH* iomtovy shluk)
HR FABMS m/z 437,1990 (CgH30N202Cl, A +0,7 mmu)

b) Analyza charakteristik

Elementarni sloZeni A89271 F ije podle HR MS C,,H;¢N;0,Cl1.
A89271 m& tedy o jeden atom kysliku méné& ne% A89271 A. Analyza 'H
a 13C NMR spektra, 2zv1ast$ z experimentd HMBC a NOESY ukazuje, %e
stru¥tura F je podobna jakoe A. V 1H NMR spektru A89271 F chybi
v8ak 3-OH protonovy signal avZak indolovy NH signal je p¥i 7,99
prm. Indolovy systém zjistén také podle UV spektra.
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7) A89271 I.
a)  Charakteristiky
UV (MeCH) Amax nm (g): 223 (36,700), 272
(7,600), 279 (7,300);

lg NMR (300 MHz, d6-aceton.): 8§ 10,05 (br s, 1-
NH), 7,04, 6,98, 6.96 (3 d, H-5, H-6, H-7), 2,4, 2,3, 1,9,
1,86 (5 m, H-13ax, H-13eq, H-l4ax, H-ldeg, H-15), 1,45 (s,
CH3-17), 1,33 (s, CH3-18), 1,73 (s, CH3-19), 6,22 (dd,
H-20), 5,35 (d, H-212Z), 5,31 (d, H-21E), 3,3 (d, H-25),
3,71 (d, H26), 1,67 (2s, CH3-27, 28).

FABMS m/z 403 (MH+); ‘
HR FABMS m/z 403,2394 (C26H31N202, A + 0,8 mmu).

_ Absolutni stereochemie

Absolutni stereochemie- A - F a I nebyly p#esn& stanoveny.
Stancvila se CD spektra sedmi slousenin. Spektra B - F vykazuji
negativni pik p#i 230 aZz 235 nm a pozitivni pik p#¥i 220 - 225 nm,
co?2 naznaduje, 2e absolutni stersochemie B - F je identicka.

-A89271 faktory pravdé&podobnéd maji stejnou absolutni stereochemii
jako hapalindoly. Hapalindol G, produkovany kulturou F. ambigua

ma optickou rotaci stejnou Jjako autenticky vzorek hapalindolu G,

- produkovaného Hapalosiphen fontinalls, jeho% absolutni stereoche-

"mie je znama. Proto je domé&nka, 2e absolutni konfigurace A - F a

I jsou, jak bylo naznaéeno.

Primyslova vyuZitelnost

Nové hapalindolo¥é alkaloidy. ozna&ované JjakoZto A89271 A -
Fal aBa F, pouiZitelné jakoZ2to antifungalni a protinadorova
¢inidla a hapalindely G a H se pfipravuji kultivaci modrozelené
sy Fischerella ambigua ATCC a Hapalosiphon hibernicus ATCC 552285.




T

G e

LU At

HEAT

TP

i

1. Noveé

—38—

PATENTOVE NAROKY

alkaloidy hapalindolového typu vzorce

Cl

CH;
CH M

(2) A89271 B;

L2490-a1
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(3) A89271 E;
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zikalzsidvy hapalindalavshe

alkaleoidvy hapaiindslov2he

-

typu podis naroku 1

+yomy padlie narcku 1

typu podle narcku 1l

vzor-

vzZor-




5. Farmaceuticky prostfedek s antifungdlni a protinadorovou
aéinnosti, vyznaé¢uijici se tim, %e jako u&innou
14tku obsahuje alespoit jeden A89271 faktor podle naroku 1 a2z 4
spolu s jednou nebo s nékolika latkami ze souboru zahrnujiciho
‘farmaceuticky vhodny nosi&, excipient nebo redidlo.

6. Zpisob pfipravy A89271 faktoru ze souboru zahrnujiciho
A89271 faktor A, C, D, E a I podle naroku 1 a2 4, vy z n a & u-
jicl s e tim, %e se kultivuje fasa Fischerella ambigua
ATCC 55210 nebo jeji variant, mutant nebo rekombinant, ktery
produkuje 2adany A89271 faktor, za submerznich aerobnich podminek
ve vhodném kultiva®nim prostfedi a% do vyprodukovéni ziskatelného
mno%stvi zvoleného A89271 faktoru.

7. Zpisob ptipravy 289271 F 3, v yznatujici s e
tim, %e se kultivuje *asa ze souboru zahrnujiciho Fischerella
ambigua ATCC 55210 a Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225 nebo je-
jich variant, mutant nebo rekombinant, ktery produkuje A89271
faktor ¥, za sﬁbmarznich_aerobnich podminek ve vhodném kultivaénim
prostfedi a% do vyprodukovani ziskatelného mno%stvi A89271 fakto-

ru F.

8. BiologiHoy #ista kultura Hapalosiphon hibernicus ATCC 55225
nebo jeji variant, mutant nebo rekombinant, ktery produkuje A89271
faktor ze souboru zahrnujiciho A89271 faktor A, C, D, E, F a I.

9. Pou%iti A892%1 faKtoru podle naroku 1 a% 4 jakoZto antifun—-

antifungalné Géinné l¥tky pro 2ivo&éichy a rostliny.

toru podle naroku 1 a%Z 4 jakoZto antineo-
ivo&ichy.

10. Pou%iti A89271 fa
latky pro

plasticky w&in

g, .
/g dygq ?CRCIK
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