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(54 Zpdsob fermenta¥n{ p¥{pravy némelovych alkaloidd s ¥{zenym pomérem ergckorninu,
oL ~ergokryptinu a /F-ergokryptinu

Vynélez se tfkd zpisobu fermenta¥ni p¥ipravy némelovych alkaloidd s Fizenym pomé&rem
ergokorninu, K-ergokryptinu a /3-ergokryptinu stacionérn{ kultivac{ produkinfho kmene
Claviceps purpurea (Fr.) Tul na %ivném médiu, obsshujicim zdroje asimilovatelného uhliku
a dusiku, minerélni ¥ivné soli, stopové prvky a/mebo ristové latky, p¥i teplotd 18 a%

30 °C a hodnot® pH %ivného média 3,8 a% 7,0. Ovlivnéni poméru mezi mnoZstvim produkované-
ho ergokorninu a ergokryptinu e mezi mnoZstvim produkovaného X - a /3 -ergokryptinu se do-
sahuje piidavkém malého mnoZstvi rdznych aminokyselin do %ivného médis.

Ergokryptin je vyznamnou u¥innou substanci a vychoz{ létkou pro pfipravu derivédtd
a z nich ptipravovanych lékovych forem. Nov&ji se do terapie prosazujf lékové formy
s presnd definovanym pomdrem X - a /3-ergokryptinu 1,5 : 1 a% 2,5 : 1 a polosyntetické
prepardty na bézi ¥istého -ergokryptinu. Ti{m se doséhne 3édaného definovaného sloZent .
a standardnich terapeutickych u¥inkd.

Strukturu ergokryptinu, ktery obsshuje v peptidové &ésti molekuly L-leucin, popsali
poprvé Stoll a Hofmann (Helv. Chim. Acta 26, 1570, 1943). Po objeveni ﬁ -ergokryptinu byl
oznaden jako  -ergokryptin. Beran a Semonsky (Cs. farmacie 1962) popsali pod oznafenim
EK 115 odlidnou l4tku podobnych vlastnostf. Strukturu této létky popsal poprvé Schlientz
se sp. (Experientia 23, 991, 1967) a ozna&ili ji ﬁ-erquryptin. Na rozd{l od oL -ergokryp-
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tinu obsahuje /3 -ergokryptin v peptidové ¥ésti molekuly L-isoleucin. Izolaci, fyszikélnf,

chemické a farmakologické vlastnosti /7 -ergokryptinu popseli Schlientz se sp. (Pherm.

Acta Helv. 43, 493, 1968). Kmen Glaviceps purpurea, ktery mé& schopnost produkovat /9-orgo-
kryptin na bE%¥nych pidéch pfi submerzni kultivaci, popsal Bianchi se sp. (Experientia 32,
2, 1976).

Primyslové vyuiivany ergokornin-ergokryptinovy produk&nf kmen Claviceps purpurea,
péstovany v poln{ kultute ne 3it#, vykesuje pomdr o« - : [ -ergokryptinu 4 : 1 a% 6 : 1.
Pom3r ergokorninu k ergokryptinu je 3 : 2. V myceliu produkéniho kmene Cleviceps purpurea,
ktery mé schopnost vytvéFet ergokornin a ergokryptin fermentadn¥, je pom¥r t¥chto alke-
loidd 1 : 1 a% 1,2 a pomér obou ergokryptinovych alkaloidd 10 a% 15 : 1 ve prosplch
« -ergokryptinu. Vzhledem k poZadovanému poméru - a 4 -ergokryptinu v kone¥né 1ékové
form& 1,5 a% 2,5 : 1 a rovn&% vzhledem k pot¥ebd ¥istého « -ergokryptinu je p¥f{prava ta-
kovych preparétd z vy¥chozfho materidlu uvedeného sloZeni zna¥n¥ néroénd a ztrétové.
Rovné% Slechtini nového produkiniho kmene pro fermentadnf nebo polni pii{pravu némelové
drogy e poZadovanym zastoupenim sloiek je materidlovd i Zasové velmi néro¥né.

Auto¥i vynélezu zjistili, Ze obohacenim Zivného média p¥i staciondrnf kultivaci
'isoleucinem nebo threoninen, ﬁopfipadé kombinac{ t&chto aminokyselin a rovn¥f leucinem,
mé vliv na vzdjemny pom¥r biosyntetizoveného ergokorninu k ergokryptinu a na pomdr =
a /2 -ergokryptinu ve fermentalnd pfipravovaném myceliu produkiniho kmene Claviceps pur-
puréa (Fr.) Tul. Isoleucin tvof{ souXdst molekuly # -ergokryptinu, threonin je u mikroor-
genismi jednou z vychozfch substenci v biosyntéze isoleucinu a leucin tvo¥{ sou¥dst mole~
kuly X ~ergokryptinu., Pomdr mezi mno!gtvim biosyntetizovaného X - a /g =ergokryptinu je
zPejmd urfovén ektudlni koncentraci disponibilnfho leucinu a isoleucinu, resp. vzdjemnym
pom¥rem obou tiéhto aminokyselin v bun¥&ném poolu produkujfciho mycelia. P¥{davkem iso~
leucinu, popf{pad® threoninu, lze m¥nit tento pomdr ve prosplch /7 -ergokryptinu a naopak
pFff{davkem leucinu ve prospich o( -ergokryptinu. PF{davek kterékoliv z uvedenych aminokyse-
lin nebo jejich sm&s{ mén{ pomir mezi mnoZstvim biosyntetizovaného ergokorninu a ergo-

kryptinu ve prospsch ergokryptinu.

Na zdklad& uvedenych poznatkd byl vypracovén zplsob fermentadni p¥{ipravy ninelovjch
alkaloidd s F{zenym pomdrem ergokorninu, X -ergokryptinu a /?-ergokryptinu stacionérni
kultivacikprodukéniho kmene Claviceps purpurea (Fr.) Tul na ¥ivném médiu, obsahujfcim
zdroje asimilovatelného uhlfku a dusfku, minerdlnf ¥ivné soli, stopové prvky a/mebo ris-
tové 14tky, prfi teplots 18 a% 30 °C a hodnotd pH Zivného média 3,8 a¥ 7,0, podle vynélesu,
jeho% podstata spo¥ivé v tom, %e se kultivace provddi na ¥ivném médiu, obsahujicim 0,01
a% 0,4 % hmot. L-leucinu a/nebo DL-leucinu nebo stejné mnoZstvi ﬁ-isoleucinu a/nebo DL~

-igoleucinu a/nebo L-threoninu a/nebo DL-threoninu.

O%inek dosahovany zpisobem podle vyndlezu dokl4d4 skutednost, %e v p¥fkladech prove~-
denf pou?ity produkni kmen Claviceps purpurea (Fr.) Tul je mutantou, kterd produkuje
ergokornin a ergokryptin v bunkéch mycelia p¥i povrchovém rdstu na um¥lém Zivném médiu.
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P¥i ristu na pivodnf standardni pid¥ bez p¥idavku sminokyselin obsahuje mycelium ergo-
kryptin a ergokornin v pomérul a¥ 1,2 : 1 a8 - @ -ergokryptin v pom¥ru 10 a% 15 : 1.

Vynélez Fe#{ ekonomicky vyhodnou fermenta¥ni p¥{pravu némelového mycelia s moZnosti
¥{zeného ovlivﬁovénivprodukce'04— a 4 -ergokryptinu ve prospé&ch bu@ o« ~ergokryptinu, nebo
/3 -ergokryptinu, a ¥fzeného ovliviovéni pom¥ru ergokryptin : ergokornin ve prospéch ergo-
kryptinu. Proti obvyklému postupu fernentééni ptipravy némelového mycelia je tim umoZné&na
pfiprava vychozi suroviny pro jizolaci &istych alkaloidld s ¥édanym pomérem - a /9-ergo-
kryptinu, popfipad¥ s tistym K -ergokryptinem, pfi respektovédni Zé4daného sloZeni 1lékovych
forem & 2a poufit{i jednoduchych izola¥nich postupl. Vynélez umoziuje rovnd% proti»poiadé-
vanému pom&ru K = 3 2 =ergokryptinu ziskat 4 -ergokryptin ve velkém nadbytku. Tento nad-
bytedny 4 -ergokryptin potom mdZe byt pouZit k obohacenf lékovych forem némelovych alka-
loidd, pFipravenych z némelové drogy z polni produkce, ne Zédeny pom&r.

Zplsob fermenta¥ni p¥ipravy némelovych alkaloidd s Fizenym pom¥rem ergokorninu
a ergokryptinu a s F{zenym pomérem « -ergokryptinu a /3 -ergokryptinu je v nésledujicich
prikladech bliZe popsén, ani¥ by byl jimi jakkoliv omezovén.

P¥{klady provedeni

Pr{klad 1

. P¥{prava inokula

Maly kousek suchého sklerociového mycelia, slouZic{ho jako konzerva produk¥nich kme-

nd, se pfenese na povrch agarem ztufené sporuladnf pidy, umistiné ve zkumavce, kterd mé

toto sloZeni (v % hmot.):

kysel¥ hydrolyzét keseinu 1
sladina pivovarské 5 °Bé
ager . 2

pH bez upravy

sterilizace 20 minut pfi 121 °C.

Po 21 dennf inkubaci p¥i 24 %c se vatovym tamponem setfou z povrchu narostlé kultury
Xonidie a neo¥kuji na sporula¥ni pddu vy3e uvedeného slo¥eni ve zkumavkéch. Po opétovné
21 denn{ kultivaci p#i 24 °C se zfské potfebné mnoZstvi konidif. Konidie se suspenduj{

v mnoZstvi 1 a% 4 . 108 vatovym tamponem do 80 ml inokula¥n{ pidy, umfistiné v 300 ml
Erlenmayerov® bence, kterd mé toto slozeni (v % hmot.):

sacharodza ‘ 5
kukufi¥ny extrakt 2
fosforeZnan draselny prim. 0,1

destilovand voda do 100,00
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pH (amoniak) 6,2
sterilizece 20 minut p¥i 118 °C.

Nao¥kované bunky se inkubujf 48 hodin p¥i 24 °C na rotadnim trepacim stroji.

Takto pfipravené inokulum se poufivé pro neodkovéni produkinf pddy, umo¥nujfc{ pro-
dukci némelovych alkaloidd.

Produk3n{ stupen

Produkin{ pdds, kterd mé toto slo¥en{ (v % hmot.):

sacharodza 30
kukufi¥ny extrakt ‘ 0,4
terc. citronan amonny : 1,0
siran hofe¥naty kryst. 0,1
dusilnan vépenaty kryst. 0,144
fosforelnan draselny prim. 0,04
destilovand voda do 100,00

sterilizace 20 minut p¥i 118 °%C,

obohacend 0,1 % hmot. L-isoleucinu, se naplni po 40 ml do 200 ml Blackeovych bendk a na-
o¥kuje se 0,5 % obj. pi‘ipraveného inokula a banky se kultiiuji 21 ant pHi 24 °C.

Narostlé mycelium se promyje & usudf. Pomoc{ modifikované Rumpelovy analytické meto-
dy (Pharmagie 10, 204, 1955) se stanovi sumérni obsah alkeloidd v myceliu; chromatografif
na tenké vrstvé, popfipndé vysokotlakou kapalinovou chromatografif se stanov{ slo¥en{
alkaloidntho spektra. V piipadé obohaceni standardni produkdni ¥ivné pddy 0,1 % hmot. _
L-isoleucinu byla suma alksloidd 0,51 % hmot. v sudin& mycelia, pomdr ergokryptinu k ergo~
korninu byl 3 : 1, pom¥r = k 4 -ergokryptinu byl 1 : 5.

P¥{klad 2

Inokulum se priprav{ stejné& jako v p¥{kladu 1l. V produk¥nim stupni se poufije stan-
dardn{ produkdnf pddy, obohacené 0,02 % hmot. L-isoleucinu. Dald{ postup kultivace a spra-
covédni je stejny jako v p¥ikladu 1. Suma alkaloidd byla 0,86 % hmot., pomér ergokryptin :
: ergokornin byl 2 : 1, pom¥r KA - :ﬂ' =ergokryptinu byl 1 : 1.

P¥iklad 3

Inokulum se p¥ipravi stejn& jako v p¥fkladu l. V produkdnim stupni se poufije stan-
dardnf produkdni pddy, obohacené 0,01 % hmot. L-isoleucinu. Dalsf{ postup a zpracovéni Jje
astejny jako v p¥ikladu 1. Suma alkaloidd byla 0,85 % huot.. pomér ergokryptin : ergokor-
nin btyl 1,5 : 1, pomér X = 3 /7 -ergokryptin byl 2 : 1.
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Priklad 4

Inokulum se priprav{ stejn& jako v p¥{kladu 1. V produk®nim stupni se pouZije stan-
dardnt produk¥nf pddy, obohacené 0,1 % hmot. D,L-threocinu. Byle nalezena suma alkaloidd
0,61 % hmot., pomdr ergokryptin : ergdkornin 1,5 ¢+ 1, pomdr L - :/3 -ergokryptin byl
2,4 3 1.

P¥{klad 5

Inokulum se pripravi stejn& jako v p¥fkladu 1. V produk¥nim stupni se pouZije stan-
dardni produkini piddy. obohacené 0,1 % hmot. L-leucinu. Suma alkaloidd byla 0,66 % hmot.,
pomér ergokryptin : ergokornin byl 3 : 1, A - 3 /3 -ergokryptin byl 100 : 1.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob fermentalni p¥ipravy némelovich alkeloidd s F{zenym pom&rem ergokorninu,
o« -ergokryptinu a /7 -ergokryptinu stacionérn{ kultivaci produk¥niho kmene Claviceps pur-
purea (Fr.) Tul na fivném médiu, obsahujfcim zdroje asimilovatelného uvhlfiku a dusfku, mi-
nerélnt %ivné soli, stopové prvky a/nebo riastové létky, pfi teplotd 18 a% 30 9¢ o hodnot#
P Zivného média 3,8 af 7,0, vyznadujic{ se tim, Ze se kultivace provdd{ na ¥ivném médiu,
obsahujicim 0,01 a% 0,4 % hmot. L-leucinu a/nmebo DL-leucinu nebo stejné mno%stv{ L-iso-

leucinu e/nebo DL~isoleucinu a/nebo L-threoninu a/nebo DL-threoninu.
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