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(54) Zpasob vyroby derivati ergopeptinu

PfedloZeny vynélez'se tfkd zpisobu vyroby novych derivdtd ergopeptinu,'xteré maji cenné
farmakologické vlastnosti & které se mohou pouiivet jako W&inné slo%ky 1é&iv.

PFedm¥tem pPedloZeného vyndlezu je zplsodb vy¥roby derivdtd ergopeptinu obecného vzorce I

(I)

v n¥m¥ bud .
i ;hamené methylovou skupinu a

2 znamend isobutylovou skupinu. nebo benzylovou'skupinu, nebo
1 znemend ethylovou skupinu a

Ré znemend benzylovou skupinu nebo

R, znemené isopropylovou skupinu a

R2 znemend isopropylovou skupinu,. sek.butylovou skupinu, isobutylovou skupinu nebo benzylid-
vou -skupinu,a jejich adi¥nich soll s kyselinami kultivaci kmene Claviceps purpurea pro-

" dukujiciho odpovidajici 9~ methylenderivét nebo kmene ziskaného z Claviceps purpurea, ktery
spolivéd v tom, %e se ke kapalné kultufe .tohoto kmene p¥idd | a% 5 g/1 L-thiazolidin-4-kar-
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boxylové kyseliny nebo soli této kyseliny, kultivace se provéddi p¥i 22 af 26 9 o ziskend
slouteniny se pop¥ipad§ pfevedou na své adi&éni soli s kyselinemi.

Vhodnymi kyselinemi pro tvorbu soli jsou nzp¥iklad chlorovodikovd kyselina, sirovéd
kyselina, maleinovéd kyselina, fumarovéd kyselina a vinnd kyselina.

Poufivat se mohou jak kmeny Claviceps:purpurea tak i takové kmeny, které se mohou
ziskat z vjchoziho kmene Claviceps purpurea mutaci za y¥inku zdFeni nebo plsobenim mu-
tagennich ldtek nebo selekci. Tekové kmeny jsou zndmé a Jsou k dispozicl velejnosti.

K vyrobd 9 -thiaergotaminu a 9°-thisergotamininu se nap¥fklad pouiivé Jeko vyhodny
kmen produkujic{ ergotemin/ergoteminin mutenta Cleviceps purpurea NRRL 12043. Kultura
tohoto kmene byla uloZena 20. 9. 79 ve sbirce United States Department of Agriculture
(Northern Regional Research Center), Peorie, It1., Sp. st. a. pod %islem kultury NRRL
12043, ’

K vyrobd 9 -thimergokristinu a 9’<thisergokristininu se pou?fvé Jeko vyhodny kmen
produkujic{ ergokristin/ergokristin mutanta Claviceps purpurea NRRL 12044, Jeho kultura
byla uloZena 29. 9. 79 vs shora uvedeném uklddacim m{st¥ pod oznaSenim kultury NRRL 12044,

Kmeny pouZitelné k vyrob& ostatnich sloulenin vzorce I jsou zndmé a Jsou rovnd%f vePFej-
nosti k dispozici.

Charakteristika a fermentadni zi{skdvdni kmend NRRL 12043 a 12044 P
a) Charakteristika kmene NRRL 12043

Kmen vychozi houby se izoluje ze sklerotia obsehujfciho ergotemin, které bylo nale-
zeno na svéfepu (Bromus) v oblasti Wellis (Svycarsko). Vicestupnovym mutsgennim postupem
za poufitf ultrafielového zéfeni a chemikélif se dosp¥je ke kmeni NRRL 12043, ktery se
poufivéd podle vyndlezu, a kterf lze cherakterizovat nésledujicim zplsobem:

Maly kousek mycelis kmene NRRL 12043 se nao¥kuje do stiedu agarové desky s préstiedin
ddle uvedeného sloZeni: :

‘ 60 g saéharézy, 10 g asparaginu, 0,5 g casamino-kyseliny (Difco), 0,25 g KHéPO4,
0,25 g IgSO4.7 320, 0,125 g KC1, 16 mg FeSO4.7 HZO, 10 mg ZnSO4.7 HZO, 15 g sagaru a desti-
lovanéd voda do | litru. Hodnota pH se 25% roztokem eméniaku upravi na 6,0. Prost¥edl
se steriluje 20 minut p¥i teplot¥ 120 . P#1 teplotd 24 9¢ se po 7 dnech vytvors kolonie
o priméru asi 3 cm, po 14 dnech se vytvo¥{ kolonie o priméru asi 5 cm a'po 20 dnech se vy- .
tvor{ kolonie o primé&ru asi 8 cm. Tato kolonie je klenutd o mé mirné zdhyby. Okraj Je )
difusni. Barva kolonie ge uprostrgd béZovs fialovd a ne okrajli béZové Xedd. Kolonie stard
20 dnd obsehuje na 1 cm® asi 1.10° konidif. Tyto konidie jsou ovdlné & Jejich rozméry
&inf 6 a% 12 x 4 a2 T /o

b) Charakteristika kmene 12044

Kmen vjchoz{ plfsni byl izolovén ze sklerotia ne %it& v Severn{ Americe a tento kmen
obsahuje ergokristin. V{cestupnovim mutagennim postupem za pouZiti ultrafiaslovych paprskid
a chemikdlif se dosp&je ke kmeni NRRL 12044, ktery se pou%ivéd podle vyndlezu, a ktery lga
charskterizovat ndsledujfcim zplsobem: ' '

Mely kousek mycelia kmene NRRL 12044 se naoBkuje do ‘stiedu agarové desky s prostiedim
déle uvedeného sloZeni:
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70 g sladového extrektu (Wander), 30 g brambor (Stocki, Knorr), 15 g agaru a desti-
lovend vode do 1 litru. Hodnota pH &inf 5,3 a% 5,T. Zivné prostfedi se sterilizuje 20 mi-
nut pfi teplotd 120 °Cc. Po 7 dnech pFi teplotsd 24 °C se vytvo¥il kolonie o priméru asi
2 cm, po ‘14 dnech kolonie ¢ prim¥ru asi 4 cm & po 20 dnech kolonie o prim¥ru asi 5 cm.

Mycelium Je plo¥n& klenuté a je pokryto bilym, vatovitym pletivem hyf vy¥nivajicich
do prostoru. Ve stfedu je vytvoPen krdterovity hrbol o prim#ru asi | cm. Od tohoto hrbolu’
vychdzeji radidlni zéhyby. Mycelium pokryvajici ager je fialovd zbarveno. Vznikej{ kon-
centrické zény se silnsj3{ pigmentacf a koncentrické zony se slabii pigmentaci. Okwaj je
difusni. Mycelium o stéd¥f 20 dnd obsshuje na 1 cm2 asi 1.10° konidif. Tyto konidie se znal-
nd 1i31 ve svjch rozmdrech (5 e% 12 x 3 a2 7 /oa; vétSinou viak 5 af 6 x.3 /um). Mycelium
neobsahuje Zéddné alkaloidy.

Rozmno%ovéni a v¥roba olkovac{ ldétky

a) Kmen NRRL 12043

RozmnoZovéni & vyroba olkovaci ldtky kmene NRRL 12043 se miZe provdddt tim, Ze se ko-
nidie %z ndkteré ze shora popsanfch kolonif{ suspendujf ve sterilni vod# a touto suspenzi
se neodkujl zkumavky se Sikmym agarem s agarovou Zivnou plidou,sestévajici z: 70g sledového
extraktu (Wander), 30g brembor (Stocki, Knorr), 15g egeru e destilované vody do 1 litru,
" Hodnota pH &inf 5,3 a% 5,7. Zivnd plda se sterilizuje 20 minut pFi teplotd 120 °C.
Po 14 dnech obsshuje tekovdto kultura 3ikmého agaru (12 ml %¥ivné pidy ve zkumavce o primi-
ru 18 mm a o délce 20 ¢m, wlofena Sikmo (k vytvoreni klfnu) asi 1x10° EKonidif. 2 tekovéto
kultury sikmého egaru se konidie suspenduj{ ve sterilni vodd a p¥itom se dosdhne koncentra-
‘ce 105 a% 107 spor/ml. Pomoci vidy 0,5 ml této suspenze se rovnomérnd ofkuji zkumavky se
3ikmym sgerem se stejnou Zivnou pidou. Tyto kultury se kxultivudi pfi teplotd 24 o po dobu
14 and.Potom se skledujf pri teplotd -40 °C. »

b) NRRL 12044

Rozmnofovéni a vyjroba olkovaci ldtky kmene NRRL 12044 se mdie’provédét’tek,‘!e.se'koni-
die z n¥které ze shora popsanfch kolonii suspenduji ve sterilni vod¥ a pomoci této suspenze
se naolkuje ¥ikmy ager ve zkumavkdch se shora popsenou %ivnou pidou. Po 18 dnech obsahuje
takovdto kiltura 3ikmého agaru (12 ml %ivné pldy ve zkumavce o priméru 18 mm a délce 20 cm,
uloZena 3ikmo ( k vytvoreni klinu) asi 1| a% 2.10” konidii. Konidie z takovéto kultury
Sikmého agaru se suspendujl ve sterilmi vodd a pfitom se dosdhne koncentrace 10" alf 107
spor/ml. Pomoci vZdy 0,5 ml této suspenze se rovnomdrnd o¥kujl zkumavky se Sikmym agarem
se stejnou Zivnou pidou. Tyto kultury se potom kultivuji pFfi teplotd 24 %¢ po dobu 14 dnd.
Potom se skladujf pFi teplotd -40 °C.

PFedbdZné kultury

. PFi provdddn{ postupu podle vyndlezu se ukdzalo vfhodnym, vyp&stovat spory nejarive
pres pFedchozf stupen popFipadd pFes pfedchozi stupen a to df{ve nef se nmoliuje produk¥ni
%ivnd plda, Zpo¥dtku se mé volit Zivrd pdda,,ve které dochdzi k dobrému klieni spor
a k rychlému ristu mycelia. Pro takovou Zivnéu pidu jsou vhodné: zdroj uhliku v bohaté
koncentraci ve form¥ monosacharidu nebo disacharidu, popfipads v kombinaci s polyelkoholem,
zdroj dusiku ve form¥ eminokyseliny nebo emonné soli, ddle minerdlni soli, stopové prvky
a komplexnf pFisady z rostlinnych semen. Hodnota pH se vjhodné upravuje na hodnotu mezi
5 a 7. Zivnd pida se v prvnim stupni bohat$ nsolkuje konidiemi a potom se inkubuje na tie-
pa¥ce nebo ve fermentdtoru riznfch velikost{ p¥i teplotd 22 a% 26 %¢ po dobu 4 a%. T dni.
Vznikne hustd kultura z kyprych, vatovitych 2 aZ 3 mm mé&#{fcich, nepigmentovangch vlo&ek
mycelia, které sestdvajf z dlouhyfch hyf o priméru 3 a% 6 /e ’

“
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Hlavni kultury

S4st{ kultury, kterd byla ziskéna v Jjednom nebo pepiipadd v nekolika pFedchozich
stupnich, se ofkuje produk¥ni Zivné pidda, kterd mé vfhodnd tekové sloZeni, aby se v krdt-
ké dobd dosdhlo vysoké hmotnosti myceliam. Jako nejlepsi a nejlevndjsf zdroj uhliku
se ukézala sachardze, jako sdroj dusiku emonné soli, Jako oxaldt, citrdt, sukcindt a for-
miét. Déle se maji priddvet minerdlni soli a Jako stopové prvky %elezo a zinek. Kulti-.
vace se provéd{ bud v Erlenmeyerovych bankéch: nebo ve fermentdtorech rﬁznych velikosti.
Dilefité Je dobré provadusnovéni. Optimdlni teplota se pohybuje na 24 °c.

Na saddtku tvoFeni alksloidd, obvykle mezi 3. a 6. dnem kult.ivace hlavn{ kultury se
k hlavni kultute piidd 1 e 5 g/litr I-thiezolidin-4-karboxylové kyseliny, nebo ndkteré
soli této ]quliny, Jako napfiklad soll draselné, sodné nebo emonné, Potom se kultury
fermentuji po dqbu daldich 6 af 12 dnd. V pribshu 9 a% 18 dnd vznikne hustd kultura,
sestdvajici hlavnd z 0,5 aZ 3 mm dlouhych a 0,1 aX | mm silnfch vdlcovitgch kompaktnich
Sdstic mycelia vedle Jemnjch vlolek. Gdstice mycelia vykegujl ve své struktufe obras
plectenchymatické tkdn¥ 2 kulovitych nebo polyedrickych e¥ nizkfch vdlcovitych, tlusto-
stinngch & silnd vekuolizovenfch bundk o roza¥rech 6 a% 12 x 6 aX 14 /um, zejména
8x9 /o, kterd je prostoupena dlouhymi hyfemi o ddlce a% 100 Jam. Tyto l‘.éstice Jeou
pignentovény nahnddlou barvou. Filtrdt kultury Je rovnéZ nahnddle zbarven.

Kdy% se pf{ristek hmotnosti & obsah alkaloidd v myceliu sni%i, mohou se alkaloidy
o sobd snémymi metodsmi extrahovat pomoci organickych rozpoudt¥del z veskeré kalovité
kultury, nebo se mycelium odd¥l{ filtraci nebo odstPedovénim od f£iltrdtu a extrahujf
se ob¥ ¥dsti, kakdd sv1ést. Hlavnf podfl peptidickfch alksloidd Je obohecovén v myceliu.

Igzolace slou¥enin vzorce I

Tyto ergotpeptiny obsshujfcf siru se daji izolovat ze suspenze kultury, z filtrdtu
kultury nebo z mycelie znédmymi extrakinimi postupy. 813t&n1 se provddi za poufit{ obvyk-
1gch Sisticich operactf, jeko napFiklad vysré¥enim 3 aktivnich rozpoustddel pomoci in-
aktivnfch rozpoudtddel nebo prevedenim na-soli, které jsou obtiin¥ rozpustné. Zvldsitd
vhodné jsou. zndmé Eistici postupy Jeko nepfikled chromatografie na oxidech hlinfku,
silikagelech; Sephedexu LH-20 atd, = to vidy ve vhodnych systémech rozpoustddel. Stejnd
Jako zndmé ergotpeptiny jsou i tyto nové 9°-thisergopeptiny citlivé vidi dennimu svdtlu.
Ve volné formé a v polérnich rospoudt¥dlech izomeruji tyto sloudeniny a% k dosaZeni
urdité rovnovilv v#dy ne druhou formu.

Ve formd soli, Jaké se mi¥e vyrobit nap¥fklad pisobenim methensulfonové kyaeliny, Je
9’-thisergotamin a 9 -thiaergokristin stabilni po dlouhou dobu.

Slouleniny ziskené podle vyndlezu se mohou, pokud Je to ¥ddouct pPedvéddt o sobd
snénjmi metodami na dal3{ slouleniny vzorce I.

Tek se mohoﬁ sloueniny vsorce I slkylovet v poloze | nebo/a 2 nebo/a 6.

Déle se mohou sloudeniny vzorce I redukovet v poloze 9,10.

Krom$ toho se mohou slouleniny vzorce I halogenovet v kpoloze 2.

.Slo\u‘.ininy vyrébiné podle vyndlezu nebyi,y v literatufe dosud popsdny. Tyto slouleniny .

meji pfi pokusu na sviPatech zejimevé farmakologické vlastnostii a mohou se tud{¥ pouZivat
Jeko lé¥iva. '
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Zejména vykazuji tyto sloufeniny stimula¥ni &inek na receptory dopaminu. Dope-
‘minergni vlastnosti bylo moZno zjistovat na krysdch, u kterych bylo vyvoléno injekc{ 6-hyd-
roxydopaminu do substentias migra unilaterdlni poskozeni substantis nigra v nigro-neesterie-
télnf dopsminové drédze, dédvkemi mezi asi 0,5 a¥ 100 mg/kg [metoda podle U. Ungerstedta,
Acta physiol. scend. Suppl. 367, 69-93 (1971)]. Po aplikaci u¥inné ldtky byle zjistitelnd
zFetelnd ektivace tim, %e krysy vykondvaly otd¥ivé pohyby ve sm¥ru nedenervovené strany.

Uvedené nové létky se mohou poufivat ne zdkladd svfch dopaminergnich vlastnosti
k lé&eni perkinsonismu.

Déle maji tyto nové slouSeniny u¥inek projevujfct se brzd&nim sekrece prolaktinu.
Tak brzd{ tyto ldtky u krysy implantace (zachyceni oplozeného vaji¥ke v d¥loZni sliznici)
po subkuténni aplikeci ddvek mezi 0,01 a ! mg/kg e laktaci za pouZitf ddvek 1 aZ 10 mg/kg
p. 0. [arov. Experientia 34, 1 330 (1978)].

Tyto nové ldtky se mohou na zdkledd svych vlastnosti projevujicich se brzdénim sek-
rece prolektinu pouZivat napf{klad ke zbrzd¥ni laktace, galektorrhézy, k 1é&eni hyperpro-
laktinemického hypogonadismu e skromegdlie nebo k 1é%en{ prolaktinomi.

Déle zpisobujl nové ldtky v cyklu speni-bdéni u chronicky implantované krysy od asi
3 mg/kg i. p. nebo 10 mg/kg p. o. zkrdcent &oby paradoxdlnfho spédnku a prodlouZeni stavu
bddn{ [srov. J. M. Vigouret a dsli{, Pharmacology 16, 1, 156-173 (1978)]. Krom# toho zpd-
sobuji tyto sloudeniny pfi 0,3 mg/kg i. p. zvf¥eni létkové vymeny glukozy v bun&ngfch
jédrech moszkov§ch nervld senzorického zpracovdni informaci. (Metoda podle k. Solokeffa,
Journal of Cerebral Blood Flow end Metabolism 1981, 1, 7-36, H. E, Savaki a dal3{, Brain
Research 1982, 233, 347 & J. McCulloch a dsal3{, Journal of Cerebral Blood Flow and Meta-
bolism 1981, 1, 133-136).

Ne zékledd t3chto vfsledkd jsou nové ldtky vhodné k lé¥eni seniln{ demence, zejména
v taném stddiu e ke zvfdeni vigilance.

Krom¥ toho mej{ sloudeniny podle vyndlezu vasokonstrik&ni aktivitu, kterou lze pro-
kKézat in vitro na spirdlovitych proufcich Arteris carotis externa psa (E. Miller-Schweinit-
zer, Neunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol., 232, 113 a% 118 (1976)) za pouZiti ddvek
od 10 nM/1litr.

Na z6éklads svého vasokonstruk&niho @¥inku se nové létky poufivajf k lé¥en{ migrény.
) Déle vyvolévaj{ tyto ldtky na kryse s po3kozenym mozkem a michou [Brit. J. Pharmac.
-Chemother.30 (1967), 78 e% 87] za pouziti ddvky od asi 5 e% 50 um/kg i. v. dlouhotrvajiéi. .
presoricky efekt spojeny se zvySenim krevniho tlaku. Na kodce (Mellander) [Angiologica 3
(1966), 77 o 9ﬂ zpisobujl tyto ldtky silné, v zdvislosti na ddvce dlouhotrvejici konstrikce
cév v ddvkdch od asi 0,5 do asi'50,ug/kg i. a.

Ne zdklads této aktiwity se mohou poufivat tyto ldtky jako prostifedky k tonizaci %il.
“Kone¥n# maji élouéeniny podle vynélezu na zdkledd vfsledkl v cyklu spani-bd¥ni se-
rotoninergnf t¥inek. S ohledem na tento finek & na vysledky na Ungerstedtové modelu se mohou

tyto létky pou¥ivat jako sntidepresiva, pfedeviim u sterdich 1liaf.

V nésledujicich pffkladech, které vyndlez bliZe objasnujf, jsou ddaeje viech teplot
ve stupnich Celsia & tyto ddaje nejsou korigovény.
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P¥fklad 1

9'-thisergotamin a 9°-thiaergoteminin
1. Kultivace kmene NRRL 12043
a) Pfedb¥Znd kultura:
Konidie kultury Claviceps purpurea kmene NRRL 12043 (asi 109) na 3ikmém ageru se sua-

pendujf v 10 ml sterilni vody. Pomoc{ 1| ml této suspenze konidif se neodkuje 200 ml pied-
b&Zného kultiva¥niho prost¥edi ndsledujicfho sloZeni: .

&liw
sacherodza . . 100
Proflo . 10
$tavelan smonng 3
Ca(N03)2a4 H20 ‘ 1
KH,P0, ‘ ) 0,25
Mgso,.7 H,0 0,25
KC1 ] ) 0,125
FeS0,.T H,0 0,0166
ZnSO4.7 H20 0,0068
destilovend voda . do 1 litru,

-které se nachdz! v Erlenmeyerovd bence o obsahu 500 ml., Hodnota pH se ponoci-NH4OH upravi
ne 6,5, Pida se sterilizuje 20 minut p¥i teplot¥ 120 %c. Tato pFedb&ind kultura se p¥i
teplotd 24 o prot¥epdvd za otd¥eni (180 otdZek za minutu, obvod 5 cm). Na konci ristu
mé kulture hodnotu pH 5,3 a hmotnost suchého mycelia ¥inf 22 g/litr.

b) Hlavni kialtura:

Pomoci 10 ml pFedbd%né kultury se naolkuje 50 ml hlavnf kultiva¥n{ Zivné pidy ndsledu-
JLctfho sloZeni:

elisr
sacharéza 240
stavelan sménny 9,6
Ca(NO3),.4 H,0 | 2,5
MgsO,. 7 H,0 » 0,625
Ki,P0, 0,625
KC1 0,312
FeS0,.7 HO : 0,0252
ZnSO4.7 320 ' ‘ 0,0102
destilovend vode - do 1 litru,

kterd se nachdz{ v Erlenmeyerov# bance o obsahu 500 ml; hodnota pH se pomoci 25% hydroxidu
amonného upravi na 6,2, Zivné pide se sterilizuje 20 minut p¥i teplotd 110 .
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Tato kultura se inkubuje p¥i teplot& 24 °C na otd¥ejict se tiepa¥ce (180 otddek
za minutu, obvod 5 cm). Po 4 dnech trvéni kultivace se ke kultufe p¥idd 90 mg L-thiazo-
1idin-4-karboxylové kyseliny. V inkubaci kultury se pokrafuje jest¥ 10 dnd na otd¥ivé
t¥epafce, Po ukon&eni fementace se kultury odfiltrujf. Mycelium se ¥etrn¥ vysudi, Hmotnost
suchého mycelia hlavn{ kultury &in{ 85 g/litr. Obsesh slkaloidu &inf 12 mg/g. Podil 9°-thia-
ergotsminu a 9 -thisergotsmininu &ini 10 % z celkového obsshu elkeloidd, -

2. Izolace titulnich slou&enin

500 g suchého mycelia se homogenizuje dvekrdt vidy s 1 600 ml methenolu a 2 % kon-
centrovaného amoniaku, jako¥ i dvakrdt vidy s 1 200 ml methanolu vidy po dobu 5 minut po-
mocf pFifstroje Ultra-Turrax & spojené filtréty se odpelf ve vekuu pfi meximdlnf teplotd
1dzn& 40 °C (asi 50 g vinové ¥erveného zbytku). Tento zbytek se rozpusti v 500 ml methanolu
a roztok se filtruje v chromatografické trubici o prim&ru 10 cm ples 500.3 oxidu hlinitého
aktivity II. stupnd (Woelm), ddle se provede promyt{ 2 000 ml methanolu & velkery filtrdt
se ve vakuu odpa¥f k suchu (zfskd se 25 g 3luté p&ny). Tento zbytek se nyni rozd¥li
na 200-nésobném mnoZstvi silikegelu 60 (Merck) v methylenchloridu a 2 % methanolu chroma-
tografickym postupem. Zbytky frakc{ se zkoumajf chromatografii na tenké vrstvd a iy frakce,
které obsahovaly pouze skvrny létky odpovidajici 9°-thisergotaminu (srov. hodnoty Rf v te-
bulce 1) se spoji.

9’-thisergotamin:

Ty frakce, které podle chromatografické enalyzy na tenké vrstvd a v souhlase s odpovi-
dajici hodnotou Rf obsahuji 9 -thieergotamin, se rozpust{ v ethylacetdtu, roztok se filtru-
je vrstvou mastku a po zahuitini filtrdtu ve vekuu se pFidé melé mnoZstvi hexenu, pFilemZ
vykrystaluje alkaloid. PPekrystalovdnim ze stejného rozpoustddla se ziskaji gisté krystaly
b{1é a% nafloutlé barvy. Teplota téni od 199 %¢ pomaly rozklad; [dJD = -165° (¢ = 0,5
v chloroformu). )

9°-thisergotemin-methansulfondt:

180 mg 9 '~thimergotaminu se rozpust{ v malém mnoZfstvi ethanolu a k roztoku se piidd
alkoholicky roztok obsahujfci 29 mg methansulfonové kyseliny, priemZ vykrystalujé‘alkaloid
ve formé& methansulfondtu. Pfekrystalovénim z methanolu se zi{skd &istd bild sil. Teplota
téni od 211 °C roszklad; [qu = +76° (¢ = 0,51 v methanolu).

9’-thisergotaminin:

Chromatografované frakce s jednotnou skvrnou podle chromatogramu na tenké vrstvd
a s jednotnou hodnotou Rf (viz tabulku 1) se rozpusti v ethylacetdtu, spojf{ se a filtruj{
se ples vrstvu mastku ze vzniku &irého filtrdtu. Ke koncentrovanému roztoku se pFidd
malé mno¥stv{ hexenu, p¥i¥emZ se alkaloid vysrdZfi ve form¥ bilfch krystalﬁ. Plekrystalovénim
ze stejného rozpoudtddla se z{skd Eistd sloudenina., Teplota téni od 199° rozkled; [QLJ%O =
= +343° (¢ = 0,55 v chloroformu).

Tabulka 1

Hodnoty Rf 2Ji%t¥né chromatografovdnim na tenké vrstvd ve srovndni s hodnotemi ergotaminu
(Bt) a ergotemininu (Et-in) '
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Vrstva a rogpoustdd- oo Thia-Et Et Thia-Et-in Et-in
lovy systém

Alox‘)

smds ethylacetdtu a

sek. butanolu (9:1) 0,44 0,34 0,68 0,59
smds toluenu a iso- .

propenolu (9:1) 0,58 0,50 0,69 0,63
sm¥s toluenu a iso- )

propanolu (19:1). 0,30 0,24 0,58 0,46

ailikn;ela)
smés teluenu & imo- .
propanolu (85:15) 0,15 0,11 0,43 0,31

sm&s methylenchloridu .
a methenelu (93:7) 0,25 10,22 0,65 0,52

1) hotevé destiZky oxidu hlinitého Merck F 254 (typ E)
2) notové silikegelové desti¥ky Merck F 254.

Ne destilkéch pro chromatogrefii na tenké vrstv¥ se jevily skvrny ldtky pfi ultre- ~
fialovém svdtle vlnové délky 254 nm jako modrofialové skvrny & pfi ultrafialovém svitle
vlnové délky 366 nm Jako svitle modré skvrny. Mohou se zdistit také pomoc{ dodovych per
5ako hn&dé skvrny.

Urkovo ¥inidlo typické pro ergotpeptiny se vyte¥ns hodi k detekci skvrn ldétek.
Po postFikén{ se projevuj{ tyto sloudeniny modrofimlovou barvou, kterd se projevuje in-
tenzivndyi v disledku plsobeni denniho sv&tla nebo proudu vodni péry (Hauch-Konig).

PE{iklad 2
9°-thisergokristin a 9'-thisergokristinin
t. Kultivace kmene NRRL 12044

Kmen 12044 se kultivuje analogickym zpisobem jeko je popsédn v pFikladu 3., Hmotnest
suchého mycelis hlavni kulttry ¥inf 80 g/litr. Obsah elkeloiqd &inf 10 mg/g. Pod{l titul-
nich sloufenin ¥ini 8 % z celkévého obsahu alkaloidd.

"2, Izolace titulnich sloufenin:

500 g suchéhe mycelia se dvakrdt homogenizuje vidy s | 500 ml methanolu a 2 % koncentro=
vaného smoniaku a dvakrét se homogenizuje vZdy s 1 500 ml methanolu po dobu 5 minut pomoci
pfistroje ultraturrax. Spojené filtrdty se odpal{ ve vekuu p#i meximélni teplot® ldézn¥
.40 °C (190 8 vinovs ¥erveného zbytku).Po rozpuatin{ v 900 ml methanolu se z{skany roztok
filtruje 10 em vysokou vrstvou 600 g oxidu hlinitého (bazicky, aktivity II. stupn¥),
déle se vrstva promyje 2 000 ml methenolu e filtrdt se odpeff ve vakuu k suchu (108 g).

Tento zbytek se n&ni rozd$lf v methanolu ne 3 000 g Sephadexu LH-20, pFiZemZ se Jimejf
frakce po 200 ml, které se odpaff. Zbytky frakcf, které podle chromategrafie na tenké
vrstvd obsshuli nové thia-ergotipeptidy, se spoji (526 mg) a znovu se chrometografuji na
120 g Sephadexu LH-20 v methanolu, p¥ilem% se zfskd 156 mg Eisté sm¥si 9 -thisergokristinu
a 97rﬂ§iaorgokriatininu. Rozd&leni t&chto dvou élquéenin se provdd{ znémymi chroma-~
.tegrafickymi metodemi na silikagelu 60 (Merck) za pouZit{ methylenchloridu s 2 % methanolu.
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9‘-thisergokristin:

Zbytky frekci, které podle chromatografické enalfzy na tenké vrstvé a v souhlese
s Jeho hodnotou Rr (srov. tabulku 2) obsahujfi pouze 9 -thisergokristin, se spogi a krystaluji
se z benzenu (28 mg). Teplota téni 146 oc (jiknut{ ze pomalého rozkladu);[oé]% = -176°

(¢ = 0,5 v chloroformu).
9’-thiaergokristinin:

Chromatografické frakce, které se podle chromatografie ne tenké vrstvd Jevi jeko
jednotné a které majf skvrnu ldtky ve shod& s pFisludnymi hodnotami Rf (viz tabulku 2),

se spoJi a krysteluj{ se ze sm&si ethanolu a ethylacetdtu. Teplota tédni 209 a2 210 °c
28 rozkladu;[ob]§°,= +344° (c = 0,51 v CHC1,).

Tabulkas 2

Hodnoty Rr zjistﬁné chromatografif na tenké vrstvé ve siovnéni s hodnotemi ergokristinu
(Ec) a ergokristininu (Ec-in)

Vrstva a rozpoudt&d- Thia-Ec Ec Thia-Ec~in Ec-in
lovy systém

Alox")
em¥s ethylacetdtu .
‘a sek, butanolu (9:1) 0,68 0,63 0,78 0,70

sm¥s toluenu a iso-~

propanolu (9:1) 0,68 0,62 0,69 0,66
smis toluenu a iso- . .

propanolu (19:1) . 0,50 - 0,42 0,58 0,47

silikege1?)

smés toluenu a iso-

propanolu (85:15) 0,37 0,28 0,56 . 0,48
_sm&s methylenchloridu ) i ey
- & methanolu (93:7) 0,47 0,41 0,70 0,60

vysvétlivky k tabulce 2:

1) hotové destifky oxidu hlinitého Merck F 254 (typ e)
2) hotové silikegelové destiZky Merck F 254

Pokud jde o detekci skvrn ldtek pak plati totéZ co je uvedeno v p¥ikladu 1,
Prikled 3

Analogickym postupem jeko je popsén v p¥ikledu 1 nebo 2 se miZfe vyrobit také 9°~thia-
-o~ergokryptin [teplota téni 203 a2 205 °C (rozklad);[°°]§° = +46° (c.= 0,7 v dimethyl-
foruamidu)]a 9°~thie-d-ergokryptinin [teplota tdni 228 a3 230 °C (rezklad); [0‘]%° = +281°
(c=0,8v dimetnylfornemidn)] tim, Ze se pouZije kmene produkujicfho sm¥s ergokryptinu
a ergokryptininu,
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PREDMET VINALEZU

Zpisob vyroby derivdtd ergopeptinu obecného vzorce I

&3

N
co- NH-—--!: )/g
|
-CHg
CL S

HN
v n3m% bud
R, snemend methylovou skupinu a )
82 znamend isobutylovou skupinu nebo benzylovou skupinu, nebo
Ry . znemend ethylovou skupinu a
R2 znsmend benzylovou skupinu nebe
R1 zneamend isopropylovou skupinu a

R2 znemend isopropylovou skupinu, sek. butylovou skupinu, isobutylovou skupinu nebo ben-
zylovou skupinu, ve form& volné bdze nebo adi¥ni soli s kyselinou, kultivac{ kmene Claviceps
purpurea produkujictho odpovidajfci 9 -methylenderivét nebo kmene z{sksného s Claviceps
purpurea, vyznafujic{ se tim, %e se ke kapalné kultufe tohoto kmene pFidd 1 af 5 g/1 L-thie-
zolidin—4—karboxylové kyseliny nebo soli této kyseliny, kultivace se provdd{ pfi teplotd

22 et 26 °C o ziskend slouXeniny se popf{pad¥ pFevedou na avé adi¥ni soli s kyselinani.
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