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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsma-
de til fremstilling af et hidtil ukendt, optisk aktivt bleo-
mycin nemlig 3-[(S)-1'-phenylethylamino] propylaminobleomycin
med formlen (II). Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er af den
art, hvor en bleomycinproducerende stamme af slagten Strepto-
myces dyrkes i et naringsmedium i narverelse af en N-[1-phe-
nylethyll-1l,3-diaminopropan eller et salt deraf som precursor,
hvilken fremgangsmide er ejendommelig ved, at der som precur-
sor anvendes optisk rent N-[(S)-1'-phenylethyl]-l,3-diamino-

propan med den nedenfor anfgrte formel (I) eller et salt der-
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af i en koncentration pa 0,2-2 mg/ml substrat,og atdet selek-
tivt dannede 3-[(S)-1'-phenylethylamino]-propylaminobleomycin
med formlen (II) isoleres fra dyrkningsvasken.
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Bleomycin er betegnelsen for en blanding af glyco-
peptider med antitumor virkning og antibiotisk virkning. Det
er beskrevet af Umezawa et al., Journal of Antibiotics, 193,
200 (1966). Det kan danne et chelat med et atom divalent kob-
ber. Det kan fis ved dyrkning af en bleomycinproducerende
stamme af arten Streptomyces verticillus i et naringssubstrat
med beluftning og omrgring, hvorpd den dannede forbindelse i-
soleres fra dyrkningsvasken, f.eks. under anvendelse af ion-
bytningsteknik. Ved en g&ngs dyrkningsproces er der dannet en
blanding, hvorfra der er isoleret 16 enkelte bleomyciner, jfr.
f.eks. Umezawa et al., Journal of Antibiotics, 19, 210
(1966)).

Det er endvidere kendt, at disse bleomyciner kan re-
prasenteres ved nedenstiende almene formel (III), hvor R er
forskellige for de enkelte bleomyciner.
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Fra beskrivelsen til US-patent nr. 3.846.400 og
dansk patent nr. 123.605 er det kendt, at ndr den bleomy-
cinproducerende stamme dyrkes i et medium indeholdende en

aminoforbindelse, vil den dannede bleomycin indeholde ami-

noforbindelsen i form af en sidekade reprasenteret ved R i
formlen (III), hvorved der er dannet et bleomycin, der er
forskelligt fra de bleomyciner, som kan fremstilles under

anvendelse af de gangse dyrkningsprocesser. I det fglgende

er anfgrt eksempler pa disse bleomyciner:
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demethyl A

(3-(methyl%ercapto)
propylaminobleomycin)

Ay

3~ (methylamino)propyl-
aminobleomycin

3-(butylamino)propyl-
aminobleomycin

3-(pyrrolidino)propyl-
aminobleomycin

3-(1'~phenylethylamino) -
propylaminobleomycin
(blanding af R og S-for-
men, jfr. nedenfor)
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Blandt disse bleomyciner anvendes,Al, AZ' A5, B2,

- demethyl A2 og visse andre i udstrakt grad i form af en kob-
berfri blanding, der i det fplgende betegnes "bleomycinkom-
pleks", til klinisk behandling af cancer, is@r til behandling
af squamgs cellecarcinoma samt hudcancer, hoved- og halscan-
cer, livmoderhalscancer, lungecancer, malign lymphoma og
lignende, og der opnas for tiden gode resultater.

Med hensyn til bivirkninger har bleomycin imidler-
tid nogle ugnskede egenskaber, f.eks. at det fremkalder lun-
gefibrose. Lungefibrosen er den mest farlige blandt bleomy-
cins bivirkninger. Det er indlysende, at safremt denne bivirk-
ning kan mildnes eller fjernes i en vis udstrakning, vil bleo-
mycins carcinostatiske virkning kunne udnyttes bedre pd det
kliniske omrade.

Det har nu vist sig, at det hidtil ukendte 3-[(S)-
~1'-phenylethylamino]propylaminobleomycin med ovenstiende
formel (II), som fd&s ved dyrkning som omtalt ovenfor af en
bleomycinproducerende stamme i nerverelse af N-[(S)-1'-phe-
nylethyl]-1,3-diaminopropan som precursor, har en mindst 1li-
ge s& god carcinostatisk virkning som de for tiden kommerci-
el tilgangelige bleomycinkomplekser og andre kendte bleomy-
ciner herunder 3-[1'-phenylethylamino]propylaminobleomycin
- og tillige fremkalder lungefibrose i langt mindre grad. I
det fglgende betegnes 3-[(S)-1'-phenylethylamino]propylami-
nobleomycin med formlen (II) som "NK 631", og denne betegnel-

se dakker sdvel de kobberholdige som de kobberfri former.
Sadvanligvis er isomerisering en af de vigtigste bio-

kemiske reaktioner, som finder sted under dyrkningen af mikro-
organismer, hvorved forskellige optisk aktive stoffer ofte om-
dannes til antipoder eller racemiske stoffer. Bortset derfra er
der mulighed for, at en optisk aktiv aminoforbindelse kan under-
gd en ikke-biokemisk racemisering under sterilisationen eller
dyrkningen. Mange undersggelser har vist, at et optisk aktivt
stof klart afviger fra et andet optisk aktivt stof med hensyn
til permeabilitet gennem mikroorganismecellevagge eller celle-
membraner samt med hensyn til substratspecificitet og affinitet

til enzymer, som deltager i biosyntetiske og metaboliske systemer.
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Med biosyntesen af bleomyciner mdtte man naturligvis
forvente, at mikroorganismen ville udvise en eller anden form
for selektivitet ved optagelse af en optisk aktiv aminoforbindelse,
og at aminoforbindelsen eller det dannede bleomycin eventuelt
ville underga en racemisering.

Anvendelse af analysemetoder, som omtales narmere i
det fglgende, har vist, at det bleomycin, som f4s ved dyrkning

af en bleomycinproducerende stamme i et medium indeholdende
N-[(R,S)-1"-phenylethyl]l-1,3-diaminopropan som precursor, altid
indeholder N-[1'-phenylethyl]-1l,3-diaminopropan i et nasten
konstant R/S forhold p& 4:1. Sk¢gnt &rsagen til at det dannede
bleomycin ikke er RS-formen ikke kendes med sikkerhed, tyder
ovennavnte eksperimentelle faktum pd, at i det biosyntetiske system
af den bleomycinproducerende stamme hgrende til arten Streptomy-
ces verticillus foregdr indfgprelsen af optisk aktiv aminofor-
bindelse i bleomycinmolekylet med en signifikant selektivitet,
s3ledes at indfgrelsen af R-formen altid dominerer over ind-
fgrelsen af S—-formen.

P& baggrund af ovenstdende métte det forventes, at nir
dyrkningen gennemfgres i et medium indeholdende N=-[(S)-1'-phenyl~-
ethyl]-1,3-diaminopropan som precursor, vil det vare sardeles
vanskeligt at foretage selektiv indfgrelse af aminoforbindelsen
i bleomycinmolekylet og derved fremstille NK 631 med stor op-

tisk renhed i hgjt udbytte.
Til trods for ovenstiende eksperimentelle fakta

har det overraskende vist sig, at ndr optisk ren N-[(S)-1'-
-phenylethyl]-1,3-diaminopropan sattes til dyrkningssyste-
met, undergdr det ikke racemisering. Selv om der for tiden
ikke kan gives nogen udtgmmende forklaring pé& dette forhold,
er det muligt at R-formen af aminoforbindelsen virker kompe- 7
titivt eller antagonistisk og som fg@lge deraf hindres indfg-
relsen af S-formen af aminoforbindelsen, og dannelsen af R-
~formen af bleomycinet dominerer kraftigt. Der er séledes
tilvejebragt en fremgangsméde til fremstilling af et hidtil
ukendt bleomycin NK 631, som er et vigtigt middel til be-
handling af cancer. Udbyttet af NK 631 er stort, og det er
for fgrste gang lykkedes at fremstille optisk aktiv bleo-

mycin ved en fermenteringsfremgangsmade.
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N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diaminopropan, som anvendes
i forbindelse med den foreliggende opfindelse, er en hidtil
ukendt forbindelse, som er blevet syntetiseret for fgrste gang.
Den kan fremstilles pd& fglgende made:

En omtrentlig ®kvivalent mengde acrylonitril sattes til
phenylethylamin, som forinden er afkglet til 0°c. Blandingen
holdes ved 85-100°C i 10-24 timer for at opnéd fuldstandig reak-
tion. Overskud af acrylonitril destilleres under formindsket
tryk, og remanensen destilleres yderligere, hvorved £is 3-[(S)-
-1'-phenylethylamino] -propionitril. Denne forbindelse reduceres
pd i og for sig kendt made i nerverelse af f.eks. en Raney nikkel
katalysator til dannelse af N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diamino-
propan, som i det fglgende betegnes som "aminoforbindelse". I
den efterfglgende tabel I er anfgrt fysiske og kemiske egenskaber

for aminoforbindelsen.
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Tabel I
Fri base Dihydrochlorid
(1) Udseende Farvelgs vaske Hvide néale
(stuetempera-
tur)
(2) Smeltepunkt - 223,5-224°%
(3) Kogepunkt 95°-103°% -
(2 mm Hg)
(4) Ultraviolet 241, 247, 252, 250, 256, 259,
absorptions- 257, 263, 267 266 (destilleret
maksima (mp) (methanol) vand)

(5)

Molar extinctions-
koeff. € (256 mpu)

206 (destilleret
vand)

(6)

Specifik drejning

[a]2° - -20,6° (c=1
destilleret vand)
26 0
ay -56,38" (ufor-
tyndet, £= 1) -
(7) Tyndtlagschroma-

tografi (Rf)

n-Propanol-pyridin-
eddikesyre-vand
(15:10:3:12 V/V)

"Avicell-SF

0,73

0,73
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Tabel I (fortsat)

Fri base Dihydrochlorid
(8) Hpjspandings-—
elektrophorese
(R,)
Myresyre-eddike- 1,52 1,52
syre-vand
(25:75:900 V/V)
"Avicell" -SF
800 V, 10 minutter
Alanin sattes til
1,0
(9) IR absorptiong~ 700, 760, 820, 690, 750, 820,
spektrum (cm~1) 910, 1025, 1080 | 910, 980, 1020,
(KBr metoden) 1130, 1200, 1065, 1075,
1305, 1350, 1150, 1205,
1370, 1450, 1385, 1460,
1495, 1605, 1500, 1515,
2850, 2940, 1590, 2500,
3300, 3375 2850, 3000,
3500
(10) ’?;éi’;ﬁfggﬁ 118187 C11H50N2C1,
(178,28) (251,20)

Ved den praktiske gennemfgrelse af fremgangsméden
ifglge opfindelsen er det tilraddeligt at anvende et substrat,
som hovedsagelig bestdr af carbohydrater og nitrogenholdige
organiske stoffer sdsom hirsegel&, glucose, stivelse, soja-
bgnnepulver, majsstgbevand og lignende, og som yderligere
indeholder en lille m®ngde uorganiske stoffer sasom kalium-—
phosphat, kobbersulfat, zinksulfat, kobbersulfat, zinksulfat,
natriumchlorid, nitrat og lignende. Substrater af denne type
er beskrevet i f.eks. beskrivelsen til US-patent nr. 3.681.491
og nr. 3.846.400.7N—[(S)-l‘-phenylethyl]-l,3-diaminopropan,
der anvendes som precursor, kan i forvejen vare inkorporeret
i mediet, eller det kan tils@ttes portionsvis i lgbet af dyrk-~
ningen, eller begge tilsetningsmdder kan anvendes. Sadvanligvis
foretages der forudgdende neutralisering af aminoforbindelsen,
som skal tilsattes, med saltsyre, og aminoforbindelsen anvendes
i form af hydrochloridet. Det er imidlertid ogs& muligt at satte
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en fri aminosyreforbindelse til substratet. I sidstnavnte til-
falde indstilles det fardige substrats pH-verdi, hvorefter dyrk-
ningen pabegyndes.

Koncentrationen af N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diamino-
propan i substratet ligger i omradet fra 0,2 til 2 mg/ml, for-
trinsvis 1 mg/ml. Efter sterilisering af dyrkningsmediet ino-
culeres det med en bleomycinproducerende stamme af Streptomy-
ces verticillus, f.eks. Streptomyces verticillus NK 68-144,
som er deporneret i Fermentation Research Institute, Agency of
Industrial Science and Technology, Japan, under betegnelsen
FERM-P No. 4108, og i American Type Culture Collection under
betegnelsen ATCC 31307, eller der podes med en flydende pode-
kultur af en bleomycinprocerende stamme af Streptomyces verti-
cillus, hvorp& dyrkningen gennemfgres ved 23-37°C under be-
luftning og omrgring, sadvanligvis i et tidsrum pd fra ca. 5
til 10 dage. Dyrkningen er ferdig, nar dyrkningsvasken har
maksimal styrke, hvilken konstateres ved en biotest under an-
vendelse af Mycobacterium 607 som testbakterie. Efter endt
dyrkning filtreres dyrkningsvasken under anvendelse af et
filterhjzlpemiddel, filtratet ledes gennem en anionbytterhar-
piks med reaktive grupper, f.eks. carboxylgrupper, til adsorp-
tion af det ¢gnskede produkt pd harpiksen, hvorefter produktet
elueres med vandig saltsyre, og eluatet neutraliseres. Det op-
lgste stof adsorberes pd aktivt trzkul, elueres med en blanding
af acetone og saltsyre, koncentreres og frysetgrres. Der fore-
tages ekstraktion med ethanol, hvorpd der chromatograferes pa
aluminiumoxid, elueres med methanol, og eluatet koncentreres
og frysetgrres. Derpd underkastes produktet chromatografering
p& en sgjle af "Sephadex" G-25 (varemzrke for en gelfiltrant
bestiende af mikroskopiske perler af tvarbunden dextran), hvor-
pa der foretages chromatografering pd en sgjle af CM "Sephadex"
C-25 (varemezrke for en kationbytter bestdende af mikroskopisk
perler af carboxymethylgruppederivater af dextran), og der
elueres med en vandig ammoniumchloridoplgsning, hvorved der
f4s et eluat indeholdende den tilsigtede NK 631 kobberholdige
form. Denne fraktion hazldes pa en s¢jle af "Diaion" HP 40 har-
pisk til adsorption af produktet pa harpiksen, hvorpa der
vaskes med en oplgsning af natriumethylendiamintetraacetat
(EDTA*Na,), derpd med en opl¢sniﬁg af natriumsulfat og vand
og til sidst elueres med en blanding af acetone og vand. Eluatet
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koncentreres og frysetgrres, og der fas et lyst gulligt amorft
pulver af NK 631 monosulfat (kobberfri form).

Det fremkomne NK 631 monosulfat (kobberfri form) hydro-
lyseres med en stark syre, hydrolysatet fremkaldes under an-
vendelse af hgjspazndingspapirelektroforese og todimensionel
papirchromatografi, hvorpa det afprgves ved hjzlp af ninhydrin-
reaktionen. P& denne mide bekraftes tilstedevarelsen af N-[1'-
-phenylethyl]l-1,3-diaminopropan.

Derpd isoleres aminen og renses, og dens optiske drej-
ningsevne og ultraviolette absorptionsspektrum optages til be-
stemmelse af den optiske renhed af NK 631. Ved mdlingerne an-
vendes fglgende fremgangsmiade:

Ca. 50 mg NK 631 monosulfat (kobberfri form) blandes
med 6 N saltsyre og opvarmes til tilbagesvalingstemperaturen
pa 110-115°C i 16 timer. N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diaminopro-
pan isoleres fra sgnderdelingsproduktet og renses, hvorefter
det optiske drejningsevne (A= 365 nm) midles ved 25°C med et
polarimeter ( Perkin-Elmer 141). Derpa midles absorbansen ved
A= 256 nm, og hele kurven i det ultraviolette omrédde bestemmes.
Kurven i omradet 280-310 nm ekstrapoleres til A= 256, som an-
vendes som basislinie ved 256 nm.

Kaldes den optiske renhed x, fas fglgende ligninger:

_ S
X= 5 +Rr (1)

]
[l

a
0,5 + 5,735 x abr (2)

hvor S er den venstre drejende optiske drejningsevne,
R er den hgjre drejende optiske drejningsevne,
a er den konstaterede optiske drejningsevne, og
OD er den konstaterede absorbans.

Det ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen fremstillede
NK 631 monosulfat (kobberfri form) giver ved sur hydrolyse
‘N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diaminopropan, som i et typisk til-
" fzlde har en konstateret specifik drejningsevne pa [a]ggs = -64,18°
(c = 0,38, HZO). Den optiske renhed af det som udgangsmateriale
anvendte NK 631 monosulfat {(kobberfri form) beregnet i overens-
stemmelse ovenstdende ligning er 98,5%.
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I de efterfglgende tabeller II og III er anfgrt vasent-
lige fysiske og kemiske egenskaber for NK 631.

Strukturen af NK 631 reprasenteret ved formlen (II) er
blevet verificeret ved oplgsning af NK 631 monosulfat (kobber-
fri form) i tungt vand og optagelse af 13C—NMR spektret ved
hjelp af protonstgjdekoblingsmetoden med dioxan som indre standard.
Der kan séaledes konstateres fglgende signaler:

19,4, 26,3 37,0, 43,5, 58,9, 128,3 (to),
130,0, (to), 130,2 og 136,3 ppm

som kan tillazgges de elleve l3c atomer, som findes i amino-
forbindelsen, der udggr sidekaden, nemlig 3=-[(S)-1'-phenylethyl-
amino]propylamino resten. Alle de andre signaler, som skyldes
carbonatomer, er karakteristiske signaler, som generalt er om-
talt i litteraturen om bleomyciner, jfr. Naganawa et al., Journal
of Antibiotics, bind 30, side 388 (1977)).
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Fysiske og kemiske egenskaber for NK 631 (kobberholdig

(Alanin sattes lig
med 1,0, se note 2)

form)
Dihydrochlorid Monosulfat
(1) Udseende blat amorft pulver | bldt amorft pulver
(2) Oplgselighed oplgseligt i vand, som for dihydro-
methanol, eddike- chloridet
syre, dimethylsul-
foxid og dimethyl-
formamid, tungt-
oplgseligt, i dioxan
og uoplgseligt i et-
hanol, acetone, et-
hexr og benzen
(3) Smeltepunkt 205-207 205-207
(sgnderdeling)
(°c)
(4) Specifik drejning -95,6° -93,7°
[a122
436
(destilleret wvand,
c=1,0)
(5) Tyndtlagschromato- (a) 0,72 (a) 0,72
grafi (Rf) (b) 0,75 (b) 0,75
(Se note™l)
(6) Elektrophorese 0,80 0,80
(R )
m

(Note 1) (a) Silikagel G et adsorptionsmiddel til tyndtlagschroma-

(Note 2)

tografi fra(Merck Inc. U.S.A.), methanol-10% ammonium-

acetat-10%
"Avicell" SF

(b)

ammoniakvand (10 :

9 : 1 vol/vol)

adsorptionsmiddel til tyndtlags-

chromatografi best8ende af krystallinsk cellulose

fra FMC Corporation, U.S.A.), n-propanol-pyridin-

-eddikesyre-vand (15 :

10 : 3 :

vol/vol), 800 V, 15 min.

12)
"Avicell" SF, myresyre-eddikesyre-vand (25 :

75 : 900
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Til tabel IIIX .
(note 1) (a) Silikagel G, methanol-10%'s ammoniumacetat-10%'s
ammoniakvand (10 : 9 : 1 vol/vol)
(b) "Avicell" SF, n-propanol-pyridin-eddikesyre-vand
(15 ¢ 10: 3 : 12)
(note 2) "Avicell" SF, myresyre-eddikesyre-vand (25 : 75 : 900
vol/vol, 800 V, 15 min.

P& tegningen viser fig. 1 og fig. 2 det ultraviolette
absorptionsspektret for NK 631, og fig. 3 og 4 illustrerer IR-
-absorptionsspektrene. Nermere betegnet viser fig. 1 det ultra-
violette absorptionsspektrum for 3-[(S)-1'-phenylethylamino]-
propylaminobleomycin-dihydrochlorid (kobberholdig form). Fig. 2
viser det ultraviolette absorptionsspektrum for det tilsvarende
monosulfat (kobberfri form). Fig. 3 viser det infrargde absorp-
tionsspektrum for det tilsvarende dihydrochlorid (kobberhqldig
form) , hvor stofprgven har foreligget i en kaliumbromidtablet.
Fig. 4 viser det infrargde absorptionsspektrum for det tilsvar-
ende monosulfat (kobberfri form) m3lt p& samme midde som oven-
for.

NK 631's fremragende biologiske virkninger illustreres
i det fplgende under henvisning til forsggseksempler.

Den biologiske virkning af NK 631 sammenlignes med virk-
ningen af kommercielt bleomycinkompleks og 3-[(R,S)-1'-phenyl-
'ethylamino]propylaminobleomycin-monosulfat (kobberfri form) (i
det fglgende kaldet "RS-form"). RS-formen er fremstillet under
anvendelse af fermenteringsfremgangsméden ifglge beskrivelsen
til U.S. patent nr. 3.846.400. Der foretages sammenligning med
hensyn til fglgende egenskaber:

1. Lungefibrose

2. Antitumorvirkning

3. Antimikrobiel virkning
4, Toksicitet

1. Lungetoksicitet pd mus (fibrose)

Til forsgget anvendes 15 wuger gamle hanmus (stamme ICR)
idet der anvendes 12 dyr pr. gruppe. Forbindelsen injiceres in-
traperitonealt i en fast dosis p& 5 mg/kg en gang om dagen i 10
pé& hinanden fglgende dage. Efter indgivelsen holdes dyrene under
observation i 5 uger.'Derpé aflives de og autopseres til bestem-

melse af graden af lungefibrose.
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Hyppigheden og graden af lungefibrose bestemmes hos dyr,
som er indgivet hhv. NK 631 monosulfat (kobberfri form), RS-formen
og bleomycinkompleks. Resultaterne er anfgrt i nedenstdende tabel
Iv.

Tabel IV
Hyppighed Grad
Antal mus med % Samlet grad
lungefibrose |forhold af lungefi- |forhold
(%) - brose/sam-
let antal
dyr
NK 631 mono-
sulfat (Cu- 4/12 (0,33) 0,36 6/36 (0,17) 0,25
-fri form) .
RS—-form 7/12 (0,58) 0,63 12/36 (0,33) 0,49
Bleomycin-
kompleks 11/12 (0,92) 1,0 24/36 (0,67) 1,0

% Grad 0: Ingen fibrose.
Grad 1l: Akkumulering af exudat konstateres i alveoler, og
en fibroseagtig @ndring konstateres i alveolevaggene.
Grad 2: Fibrose konstateres flere steder.
Grad 4: Spredt fibrose konstateres.
Grad 6: Fibrose konstateres i et stgrre omrdde pd mindst
2/3.

Det fremgdr af tabel IV, at NK 631 monosulfat (kobberfri
form) kun giver ca. 1/2 sd stor hyppighed og grad sammenlignet
med RS-formen og kun ca. 1/3 s& stor hyppighed og 1/4 sd stor
grad sammenlignet med bleomycinkompleks. Disse resultater viser 7
klart den kliniske anvendelighed af NK 631 monosulfat (kobberfri
form) .

2. Antitumorvirkning

2-1. Virkning p& kultiverede Hela S3 celler.

ID50 for hver af forbindelserne bestemmes ud fra deres in-
hibering af formeringen af HeLa S3 celler efter dyrkning i 72 timer i
nerverelse af forsggsforbindelsen. Med bleomycinkompleks £&s en
en IDg,-vardi pé 1,70 mcg/ml. Med NK 631 opnds en vardi pd 0,82
mcg/ml, hvilket viser, at det inhiberer formeringen af HelLa S3
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celler dobbelt s& kraftigt som bleomycinkompleks. Med RS-formen
fis en vardi pa 0,80 mcg/ml, hvilket indicerer, at det har om
"trentlig samme inhiberende virkning som NK 631 monosulfat (kob-
berfri form).

2-2., Carcinostatisk virkning pa Ehrlich musecancer

(fast cancer).

2 x 106 celler transplanteres subkutant til inguinal-
omrddet p&d 6 uger gamle hanmus (stamme ICR). 24 timer senere
pdbegyndes indgivelsen af forsggsforbindelsen pad samme mdde som
beskrevet i forsggseksempel 1-2. 15 dage efter den subkutane
 transplantation udtages tumoren og vejes, og der foretages sam—
mehligning med tumorer fra den ubehandlede kontrolgruppe til
bestemmelse af inhiberingsgraden.

Resultaterne anf@gres i den efterfglgende tabel V, hvoraf
det fremgdr, af NK 631l-monosulfat (kobberfri form) har stort set
samme kvantitative virkning som RS-formen og har ca. 1,4 gange

s& kraftig carcinostatisk virkning som bleomycinkomplekset.

Tabel V
Dosis Inhibering (%)
(mg/kg x 10) NK 631- RS-form Bleomycin-
monosulfat kompleks
(Cu-fri form)
2,7 84 78 67
0,9 68 60 55
0,3 39 51 49
0,1 24 51 24
0,03 19 13 21
0 0 0 0
ID50 0,35 0,31 0,49
(mg/kg/dag)

2-3. Carcinostatisk virkning p& ascitec hepatoma hos rot-
ter (ascitisk type).
1 x 106 AH 66 celler transplanteres til bughulen hos
rotter (stamme Donryu). 24 timer senere indgives forsggsfor-
bindelsen intraperitonealt, og indgivelsen fortsattes i 10 pd
hinanden fglgende dage med 1 dags mellemrum. 30 dage efter transplan-
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tationen bestemmes rotternes legemesvagt og antallet af overlev-
ende rotter. Resultaterne er anfgrt i den efterfglgende tabel

VI.

Tabel VI

Relative vaerdier for det gennemsnitlige antal

levedage.
Dosis NK 631- : Bleomycin=
(mg/kg x 10) monosulfat RS-form kompleks
(Cu-£fri form)
3,12 296 298 241
1,56 269 257 257
0,78 216 196 145
0,39 163 149 116
0,19 116 121 110
0 100 100 100

Det fremgdr af tabel VI, at i tilfaldet med ascites
hepatoma AH 66, har NK 63l-monosulfat (kobberfri form) stort set
samme carcinostatiske virkning som RS-formen og en vasentlig
bedre virkning end bleomycinkomplekset i hele dosisomrédet.

2-4, Anticarcinogen virkning mod 20-methyl-cholanthren-

-induceret squamosuscellecarcinom hos mus.

P& ryggen af 10 uger gamle hanmus (stamme ddy), hvor
ryggen er blevet klippet, padfdres en mattet oplgsning af 20~
-methylcholanthren, der i det fglgende betegnes 20-MC, i acetone
i 18 uger, idet pafgringen foretages to gange om ugen. 6 uger
efter starten af behandlingen med 20-MC indgives forsggsforbindelsen
intraperitonealt i en mengde pd 62,5 mcg/ﬁus, og indgivelsen fort-
sattes to gange om ugen i 15 uger. 1 uge efter endt indgivelse
undersgges dyrene for hyppigheden af carcinogenese, eller de
undersgges pathologisk pd stedet, hvor 20-MC er blevet pafgrt.

Resultaterne fremgadr af den efterfglgende tabel VII,
der viser, at NK 63l-monosulfat (kobberfri form) og RS-formen
inhiberer carcinogenesen fremkaldt af 20-MC i lidt stgrre grad

end det er tilfzldet med bleomycinkomplekset.
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Tabel VII
Dgdelighed | Carcinogenese | Inhibering
(%) (%)

WK 631-monosulfat 1/12 5/11 (45,4) 47,8
(Cu-fri form)

RS-form 1/12 5/11 (45,4) 47,8
Bleomycinkompleks 2/12 5/10 (50,0) 42,5
Fontrol 1/24 20/23 (86,9) 0

De ovenfor anfgrte forsggsresultater viser klart, at
NK 631-monosulfat (kobberfri form) har en vasentlig bedre an-
titumorvirkning end bleomycinkomplekset.

3. Antimikrobiel virkning

Den antimikrobielle virkning bestemmes ved hjelp af
plademetoden med bleomycin A, som standard (1000 E/mg), og
virkningen af forsggsforbindelserne miles pa Mycobacterium
607 og Bacillus subtilis PCI. Resultaterne er anfgrt i den
efterfglgende tabel VIII.

Tabel VIII

M. 607 B. sub.
NK 631l-monosulfat 7848 1550
(Cu-fri form)
Rs-form 7535 1400
Bleomycinkompleks 1234 886

Det fremgdr af de i tabel VIII anfgrte data, af NK 631-
-monosulfat (kobberfri form) og RS-formen har en langt bedre '
antimikrobiel virkning end bleomycinkomplekset.

4., Toksicitet

4-1. Akut toksicitet (LDSO) ved intraperitoneal ind-

gift til rotter.

Forsggsresultaterne er anfgrt i nedenstdende tabel IX,
hvoraf det fremgér, at NK 631l-monosulfat (kobberfri form) har
stort set samme LDSO—vardi som bleomycinkomplekset og RS~formen.
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Tabel IX
LD50 Konfidensgranse
(signifikans-
(mg/kg) niveau 5%)
NK 631-monosul- 155,0 133,6 - 179,8
fat (Cu-fri form)
Rot- RS~form 150,6 129,0 - 170,6
te Bleomycin- 168,0 | 130,0 - 217,0
kompleks

4-2. Subakut og kronisk toksicitet hos rotter og hunde.

NK 63l-monosulfat (kobberfri form) har omtrentlig samme
subakutte og kroniske toksicitet hos rotter og hunde som bleomy-
cinkomplekset. Det skal endvidere bemzrkes, at NK 631-monosulfat
(kobberfri form) ikke fremkalder necrose pd injektionsstedet pa
en eneste af hundene, hvorimod bleomycinkomplekset fremkalder
necrose p& injektionsstedet hos alle hundene i gruppen med den
hgje dosis (1,2 mg/kg, 90 gange), selv om der anvendes samme
dosisniveau af de to forsggsforbindelser. Desuden har NK 631
en mindre pulmonzr toksicitet end bleomycinkomplekset.

De ovenfgrte anfgrte resultater indicerer, at NK 631~
-monosulfat (kobberfri form) kan sammenlignes med bleomycin-
komplekset hvad angdr toksicitet med undtagelse af tilfzldene
med pulmonzr toksicitet og necrose.

5. Konklusion

Det fremgdr af de ovenfor anfgrte forsggsresultater,
at NK 631, der er en hidtil ukendt forbindelse, har fglgende
karakteristiske egenskaber:

(1) meget lav pulmonar toksicitet,

(2) overraskende god antimikrobiel og antitumorvirkning

i forhold til det kendte bleomycinkompleks,

(3) en almen toksicitet, der er sammenlignelig med

toksiciteten af det kendte bleomycinkompleks, og

(4) en mindre lokal toksicitet pa injektionsstedet

end det er tilfaldet med det kendte bleomycinkompleks.

Fplgelig kan det forventes, at NK 631 kan anvendes til

kliniske formdl.
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Fremgangsmaden ifplge opfindelsen illustreres nzrmere
i de fglgende eksempler.

Eksempel 1

En liter af et substrat indeholdende 2%'s glucose, 0,75%
pepton, 0,75% kgdekstrakt og 0,3% natriumchlorid og med en pH-
-verdi p& 7,0 anbringes i en 5 liter Erlenmeyer kolbe og sterili-
seres, hvorp& der inokuleres med Streptomyces verticillus NK 68-
-144 (FERM-P No. 4108, ATCC 31387), og dyrkningen gennemfgres
ved 28°C i 48 timer under omrgring og rystning, hvorved fas en
flydende podekultur.

N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3~diaminopropan-hydrochlorid
sattes i en mengde p& 1 mg/ml til et substrat indeholdende 7,17%
hirsegel&, 0,5% glucose, 3,5% sojabgnnepulver, 0,75% majsstgbe-
vand, 0,3% natriumchlorid, 0,1% dikaliumhydrogenphosphat, 0,052
zinksulfat, 0,01% kobbersulfat, 0,2% natriumnitrat og 0,03%
"Pronal ST-1" (ikke-ionisk, overfladeaktivt antiskummiddel fra
firmaet Toho Kagaku), og pH-vardien indstilles pa 6,5. 20 liter
af dette substrat anbringes i en krukkeformet dyrkningsbeholder
med en kapacitet p& 30 liter og steriliseres, hvorpad den oven-
for fremstillede flydende podekultur tilsattes i en mangde pa
10%. Dyrkningen gennemfgres med beluftning og omrgring pa 400
omdrejninger pr. minut i 7 dage ved 28°C. Efter endt dyrkning
filtreres dyrkningsvasken under anvendelse af 5% "Daikalite"
diatom&jordfilterhjzlpemiddel (fra firmaet Toa Kasei Co., Japan),
og der f8s 10 liter filtrat (326 u/ml, 3,26 g-titer). Filtrat
og vaskevand blandes og ledes gennem en sgjle pakket med 630 ml
"Amberlite"CDIRC—SO (H-form) til adsorption af det gnskede pro-
dukt. Sgjlen vaskes med vand, hvorpd der elueres med 80 liter
0,5 N saltsyre. Eluatet neutraliseres, det uoplgselige materiale
frafiltreres, og filtratet ledes gennem en sg¢jle pakket med
50 ml aktivt trakul. S¢jlen vaskes med vand og elueres med
750 ml 0,02 N saltsyre-acetone (1:1). Eluatet neutraliseres
med "Dowex" (anionbytterharpiks af copolymer af epichlorhydrin
og ammoniak for firmaet Dow Chemical Co., USA), hvorpd der kon-
centreres og frysetgrres. Produktet oplgses i den tredobbelte
‘mzngde vand, sattes til ni rumfangsdele methanol, hvorpd der
filtreres. Den methanoliske oplgsning ledes gennem en sgjle

pakket med 25 ml aluminiumoxid, og der elueres med 90%'s methanol.
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Eluatet neutraliseres, koncentreres og frysetgrres. Produktet
oplgses i 10 ml vand, adsorberes pa en sg¢jle pakket med 100 ml
"Sephadex" G-25, hvorpd der fremkaldes med vand, og fraktionerne
med bld farve opsamles. '

Fraktionerne med bld farve ledes gennem en sg¢jle pakket
med 100 ml CM-"Sephadex" C-25 og elueres med 0,05-1 M ammonium-
chlorid. Til eluatfraktionen svarende til NK 631 sattes 1 g
EDTA—NaZ, pH-verdien indstilles en gang pd 0,5 med 12 N saltsyre,
hvorp& der neutraliseres med 5 N natriumhydroxidopl¢gsning. Der-
pa foretages adsorption p& en sgjle pakket med 50 ml "Diaion"
HP-40 (adsorptionsmiddel bestdende af styren-divinylbenzenco-
polymer fra firmaet Mitsubishi Chemical Co., Japan) . S¢gjlen
vaskes med det dobbelte rumfang 5% EDTA-Na,, vaskes med 1,5 gange
dens rumfang af 5% natriumsulfat, derpd med vand, hvorpd der
elueres med det tredobbelte rumfang 50%'s vandig acetone. Eluatet
koncentreres og frysetgrres, hvorved fas det fardige produkt.

P8 denne mide f&s 100 mg NK 631l-monosulfat (kobberfri form) med
en styrke p& 830 mg. Udbyttet af 25,5% baseret pad filtratet

fra dyrkningsvesken. En analyse ved hjzlp af CM-Sephadexmetoden
viser, at det indeholder 98,7% NK 63l. Dets optiske renhed er
98,5% bestemt ved den tidligere anfgrte metode. Produktet har
fg¢lgende UV-absorptionsmaksima og antimikrobielle styrke:

Ultraviolet absorptionsmaksimum: 290 mu (Ei%cm 106 i

0,1 N saltsyre)

Antimikrobiel styrke: 8077 E/mg

Eksempel 2

120 liter af et substrat med den i eksempel 1 anfgrte
sammens@tning anbringes i en 200 liters dyrkningsbeholder, og
der tilsattes 120 g N-[(S)-1'-phenylethyll-1,3-diaminopropan,
hvorefter pH-vardien indstilles pad 6,5, og blandingen sterilise-
res. Til dette substrat sattes en flydende podekultur af Strepto-
myces verticillus NK 68-144 (FERM-P No. 4108, ATCC 31307) i en
mengde pd 10% og fremstillet under samme betingelser som i eksempel
1. Dyrkningen gennemfgres med beluftning og omrgring p& 350 om-
drejninger pr. minut i 7 dage ved 28°C. Efter endt dyrkning under-
kastes filtratet (107 liter, 671 p/ml, 72 g-styrke) samme opar-
bejdning som beskrevet i eksempel 1. Efter ekstraktion og rensning
f&s s8ledes 4,7 g NK 631l-monosulfat (kobberfri form) (38,9 g-
-styrke) . Dette udbytte er 47% beregnet pa filtratet fra dyrk-
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ningsvasken. En analyse under anvendelse af CM-"Sephadex"-metoden
viser, at dette produkt indeholder 99,6% NK 631. NK 631 har en
optisk renhed pd 99,1% midlt ved den tidligere anfgrte fremgangs-

made.
Produktet har fglgende ultraviolette absorptionsmaksimum

‘og antimikrobielle styrke:
Ultraviolet absorptionsmaksimum: 290 mu (Ei%cm 107 i
0,1 N saltsyre)

Antimikrobiel styrke: 8027 ' E/mg

Fremstilling af N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diaminopro-
pan.

Til 50 g (S)-l-phenylethylamin afkglet til 0°C sattes

33 g acrylonitril under omrgring. Derpd haves temperaturen i
reaktionsblandingen til 93°C i en kolbe forsynet med en tilbage-
svaler med et Calciumchloridrgr, hvor omrgringen fortsattes i

18 timer.

Efter endt omsatning afdestilleres overskud af acryloni-
tril under formindsket tryk, og remanensen underkastes fraktioner-
et destillation under formindsket tryk.

Fraktionerne, som destillerer ved 142-145°C under et
tryk p& 7 mm Hg, opsamles, og der f&s 53,5 g 3-[(S)-1'-phenyl=-
ethylamino]propionitril.

Dette stof blandes med 5 g Raney nikkel W-7 og 50 ml
15%'s ammonikalsk ethanol, og der foretages reduktion i en auto-
klav med en hydrogenpartialtryk pa& 100-40 kg/cm2 og ved en tem-
peratur p& 50-58°C i tidsrum p& 1,5 timer under omrgring p&

1000 omdrejninger pr. minut.

Efter endt reduktion destilleres den flydende reaktions-
blanding under formindsket tryk, og fraktionerne, som destillerer
i temperaturomrade 95-103°C under et tryk pd 2 mm Hg, opsamles.
Der fas sdledes 48,3 g N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diaminopropan.
Udbyttet er 66% beregnet pa (S)-l-phenylethylamin.
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Patentkrav.

1. Fremgangsmidde til fremstilling af 3-[(S)-1'-phe-
nylethylamino]propylaminobleomycin, hvilken fremgangsmade er
af den art, hvor en bleomycinproducerende stamme af slagten
Streptomyces dyrkes i et neringsmedium i narverelse af en
N-[l-phenylethyl]-1,3-diaminopropan eller et salt deraf som
precursor, k ende t e gne t ved, at der som precursor
anvendes optisk rent N-[(S)-1'-phenylethyl]-1,3-diaminopro~
pan eller et salt deraf i en koncentration pd 0,2-2 mg/ml
substrat, og at det selektivt dannede 3-[(S)-1'-phenylethyl-
amino]-propylaminobleomycin isoleres fra dyrkningsvasken.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende t e g ~
n e t ved, at den bleomycinproducerende stamme er Streptomy-

ces verticillus FERM-P No. 4108 (ATCC 31307).

3. Fremgangsmade ifglge krav l, k ende teg -
n e t ved, at N-[(S)-1"-phenylethyl]-1,3-diaminopropansaltet
er hydrochloridet, sulfatet eller acetatet.

Fremdragne publikationer:
DK patent nr. 123605.
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