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Podstata vyroby 3-[ (S)-1-fenylethylami-
nojpropylaminobleomycinu zpfisobem podle
vyndlezu spotéivd v tom, ¥e se kmen mikro-
organismu Streptomyces verticilus FERM-P
gislo 4108 (ATCC 31 307) nebo muta&ni kmen
mikroorganismu Streptomyces verticilus
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FERM-P &islo 4108 (ATCC 31 307) ziskany o-
za¥enim ultrafialovymi paprsky nebo/a pa-
prsky X naofkuje do Zivného prostfedi a
kultivuje v p¥itomnosti N-[ (S)-1*-fenylethyl]-
-1,3-diaminopropanu vzorce II
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nebo jeho soli p#i teploté 23 aZ 37 °C po do-
bu 5 aZ 10 dnf za selektivniho vzniku 3-

-[ (8)-1'-fenylethylamino] propylaminobleo-
mycinu, ktery se pak z kultivalni kapalin,
izoluje.

N-[ (S}-1’-fenylethyl]}-1,3-diaminopropan
nebo jeho siil se p¥iddvd do kultiva&ni kapa-
liny t&elnd v koncentraci 0.2 aZ 2 mg/m}
prostiedi.

Jako soli N-[ (S)-1'-fenylethyl]}-1,3-diamino-
propanu se s vyhodou pouZivd hydrochlori-
du, siranu nebo octanu.

0 vy

H,N-C CH NH

2" H ! 2
HZC fll - CHz_/ Cl/

CH

Bleomycin je antineoplasticky udinné an-
-1biotikum objevené Umezawou a spolupra-
covniky [Umezava a sp.: Journal of Antibio-
tics, 19A, 200 {1966)]. Je to bazicky, ve vodé
rozpustny cukerny peptid, schopny vytvéaiet
cheldt s jednim atomem dvojvazné médi. Lze
ho ziskat kultivaci kmene mikroorganismit
produkujicich bleomycin, p¥FisluSejiciho k
Streptomyces verticillus, v Zivném prost¥edi
za provzduSiiovani a michéni a pak izolaci
produktu z Kkultivalni kapaliny vhodnymi
zplisoby, jako napiiklad za pouZiti iontomé-
ni€ovych pryskyfic. Pfi b&Zném zplscbu kul-
tivace vznikd a bylo izolovdno 16 rdznych
druhii bleomycinu viz napi¥ikiad Umezawa a
spolupracovnici: Journal of Antibiotics, 194,
210 (1966).

Je rovné&Z znamo, Ze uvedené bleomyciny
wajl nésledujici obecny vzorec I71

3 ]
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ve kterém Fetézce plredstavovaného substituentem R v

R je u jednotlivich druhti bleomycinti riz-
né.

V USA patentovém spisu &. 3846 400 je
rovn&Z popsdno, Ze péstuje-1i se kmen mikro-
organismlt produkujicich bleomycin v Ziv-
ném prostiedi obsahujicim aminoslou€eninu,
vestavuje se zmindnd aminosloufenina do
molekuly bleomycinu ve formé postranniho

obecném vzorci III a vznikd novy bleomycin,
ktery se lisi od kteréhokoliv zndmého bleo-
mycinu a ktery nelze ziskat obvyklym kulti-
vaénim zplisobem.

Priklady nékterych téchto novych bleomy-
cindl jsou uvedeny niZe:



210673

Substituent R

Nézev bleomycinu
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Z uvedenych bleomycini se smési médi
prostych bleomycint At, A2, As, B2, demethyl-
-Az a nékterych dalSich (v dalSim popisu vy-
nalezu je tato meédi prostd smés bleomycinii
oznadovdna jako ,bleomycinovy komplex*)
v soufasné dohé v Sirokém meé¥itku Gspésné
pouZivd v klinické praxi k 1éCeni rakoviny,
zv14§t8 k léCeni epidermdlniho karcinomu
kiiZe, karcinomi kiiZe hlavy a krku, rakovi-
ny kréku déloZniho, karcinomu plic, malig-
niho lymfomu a podobnych rakovinnych o-
nemocnéni,

Z hlediska vedlej$ich i¢inkQ mé vSak bleo-
mycin n#&které neZddoci vlastnosti, napii-
klad, Ze vyvoldva fibrosu plic. Fibrosa plic
je nejnebezpetngjSim vedlejS$im wd€inkem
bleomycinu. Lze snadno odvodit, Ze kdyby se
podafilo tento vedlej8i Gdinek néjakym zpi-
sobem potlacit, dalo by se karcinostatické
afinnosti bleomycinu v klinické praxi jesté
1épe vyuZit.

Z vySe uvedenych diavodd zabyvali se au-
tofi vynalezu nékolik let pFipravou riiznych
blecmycinl a v testech na zvifatech sledo-
vali jejich karcinostatickou udinnost a toxi-
citu, hlavng jejich vliv na vyvoldvani fibrosy
plic. Vysledkem jejich studia bylo nalezeni
nového bleomycinu, jmenovitd 3-[ (S)-1‘-fe-
nylethylaming]propylaminobleomycinu sho-
ra uvedeného vzorce I (v dal$im popisu je
tento novy bleomycin oznafovédn symbolem
,,NK 631, ktery zahrnuje jak formu obsahu-
jici m&d, tak formu prostou mé&di), ktery lze

demethyl A2
3-(methylmerkapto)propylaminobleomycin

At

As

B2
3-(methylamino)propylaminobleomycin

3-(butylamino)propylaminobleomycin

3-[pyrrolidino)propylaminobleomycin

ziskdvat kultivaci kmene mikroorganisma
produkujicich bleomycin v piritomnosti N-
-[ (S)-fenylethyl]-1,3-diaminopropanu_ jako
prekursoru, a ktery neni v karcinostatickém
ufinku horsi neZ v soudasné dob& dostupny
bleomycinovy komplex nebo kterykoliv jiny
zndmy bleomycin, u kterého je v8ak vyrazné
potlaen vedlejsi ucinek zplsobujici fibrosu
plic.

Shora uvedené je podstatou vynélezu. Ule-
lem vyndlezu je zajistit fermentativni zpi-
sob vyroby nového bleomycinu NK 631. BliZ-
Si podrobnosti vyndlezu vyplynou z nésledu-
jictho popisu.

Jednou z nejvyznamnéisich biochemickych
reakci, ke které dochdzi p¥i ristovych pro-
cesech mikroorganismi, je isomerisace, p¥i
které se rhGzné opticky aktivni l4tky &asto
pfemeéiiuji na své antipody nebo na racemic-
ké slouCeniny. Nehled& na to, je rovnéz ziej-
méd moZnost, Ze u opticky aktivni aminoslou-
Ceniny miiZe dojit k nebiochemické racemi-
saci béhem sterilizace pldy nebo b&hem
kultivace mikroorganismt. Cetné vyzkumy
objasnily, Ze jedna opticky aktivni slou&eni-
na se zietelné 1i8i od druhé ve schopnosti
pronikani sténou mikrobidlni buiiky nebo
bunéénou membrénou, a rovnéZ specificitou
K substratu a afinitou k enzymfim, které se
ztCastiiuji biochemickych a metabolickych
pochodd.

Bylo pfirozen& otekdvéano, Ze pii biosynté-
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do-jisté miry selektivnim zplisobem, a Ze ne-
lze vyloufit moZnost, %2 aminosloutenina
ze bleomycinu se bude mikrob chovat pfi
pFijimani opticky aktivni aminoslou&eniny
nebo vysledny bleomycin podlehnou racemi-
saci.

Autofi vynalezu analyzovali niZe popsanym
zplisobem sloZeni bleomycinu, ziskaného kul-
tivaci kmene mikroorganismi produkujicich
bleomycin v Zivném prostfedi obsahujicim
N-[ (R,S)-1"-fenylethyl]-1,3-diaminopropan
jako prekursor, a nalezli, ¥e zbytek N-[1‘-fe-
nylethyl]-1,3-diamoinopropanu vestaviny do
molekuly bleomycinu mé vZdy téméF¥ kon-
stantni pomé&r R/S roovny 4:1. I kdyZ neni
zndm divod, pro¢ vznikajici bleomycin nenf
RS-formou, z vySe uvedeného experimentél-
niho faktu zieteln& vyplyva, %e v biosynte-
tickém systému mikroorganismt kmene
Streptomyces verticillus produkujicich bleo-
mycin dochézi k zavadé&ni opticky aktivni
aminoslouteniny do molekuly bleomycinu se
signifikantni selektivitou tak, Ze se vidy
pfednostné vestavuje R-forma pfed S-for-
mou.

Z uvedeného divodu bylo moZné oteké-
vat, Ze provede-li se kultivace v prostiedi
obsahujicim N-[(S)-1‘-fenylethyl]-1,3-diami-
nopropan jako prekursor, bude neoby&ejn&
nesnadné zavést selektivné zminénou amino-
sloueninu do molekuly bleomycinu a tak
ziskat bleomycin NK 631 ve vysoké optické
Cistoté a ve vysokém vytsZku.

Pres vySe uvedeny experimentdlni fakt
autoii vynéalezu neoekdvané nalezli, Ze p¥i-
dé-li se opticky &isty N-[(S]-1'-fenylethyl]-
-1,3-diaminopropan do Kkultivagniho systé-
mu, nepodléhd racemisaci a je prekvapivé
vestavovdn do molekuly bleomycinu v té-
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meér stejném poméru R/S jako v pFipads,
kdy# se do kultivaéniho prost¥edi p¥idé ami-
noslouCenina v ¢isté form&.

AcCkoliv v soutasné dob& nemtiZe byt po-
déno jednsznatné vysvétleni uvedeného zje-

vu, je moZno pFipustit hypotézu, Ze R forma
aminoslouceniny pilisobi kompentitivné nebo
antagonisticky a vysledkem je, Ze zavadéni

S-formy aminosloudeniny je brzd&no a tvor-

ba R-formy bleomycinu probihd prednostnd.
Tak byl nalezen zplsob pfipravy poskytujici
ve vysokém vytéZku novy bleomycin NK 631,
ktery ma velky vyznam pro léfeni rakeviny.
Uvedeny objev je podstatou predloZeného
vynalezu. Vyndlez poprvé umoziiuje s tspé-
chem fermentativné vyrabét opticky aktivni
bleomycin.

N-[ (S)-1'-Fenylethyl]-1,3-diaminopropan,
pouZivany jako prekursor pii zplisobu podle
vynalezu, je novou sloufeniou, kterd byla
poprvé syntetizovdna autory tohoto vynéle-
zu. Lze ho pFipravit nésledujicim zpfisobem:

K fenylethylaminu, ochlazenému pFedem

na 0 °C, se pfidd pfibliZn& ekvivalentni

mnoZstvi akrylonitrilu a smés se pak zah¥i-

véa 10 aZ 24 hodin na 85 aZ 100 °C. Po skon-
Ceni reakce se pPebyteény akrylonitril od-
destiluje za sniZeného tlaku a zbyvajici su-

rovy produkt se predestiluje rovn&Z za sni-
Zeného tlaku. Ziskany 3-[(S)-1'-fenylethyl-

amino]propionitril se zredukuje obvyklym
zplisobem, na p#fklad vodikem v p¥ftomnosti

Raneyova niklu, a zisk4 se Zddany N-[(S)-

-1*-fenylethyl]-1,3-diaminopropan (v dal$im

popisu je pro tuto latku pouZivdn nézev
»aminoslouenina‘).

Fyzikdlné-chemické vlastnosti zmindné a-

minoslou€eniny jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1
Fyzikdlné&-chemické vlastnosti
N-[ (S])-I’-fenylethyl]-1,3-diaminopropanu

Volna béaze

Dihydrochlorid

1) Vzhled

bezbarv4 kapalina

bilé jehliCkovité krystalky

[pFi teploté mistnosti)

2)
3)

Teplota tédni

Teplota varu

223,5 aZ 224 °C

g5 aZ 103 °C

(pFi 0,27 kPa)

4) Ultrafialové absorpéni 241, 247, 252, 257, 263, 267 250, 256, 259, 266
maximum {nm) (methanol) (destilovand voda)
. 5) Molarni extinkéni —_— 206 (v destilované vodg)
koeficient ¢ (p¥i 256 nm)
6) Specifické rotace
[} o2 — —20,6°
[c=1, destilované voda)
ap? —56,38° —

{neFedéno, 1=1)



11

210673

© Volnéa béaze

12
Dihydrochlorid

7)

9)

Tenkovrstevna
chromatografie {Rg)
n-propanol — pyridin —
— kyselina octovd — voda
(14:10:3:12, V/V)

Avicell-SF (®

Vysokovoltova
elektroforesa (R )
kyselina mraven¢i —
— kyselina octovd —
— voda

(25:75:900, V/V)

Avicell-SF (R

800 V, 10 minut
R,, alaninu poloZeno
rovno 1,0

Infradervené absorpéni
spektrum (cm™1,
KBr tableta)

10) Suméarni vzorec

0,73

1,52

700, 760, 820, 910, 1025,
1080, 1130, 1200, 1305, 1350,
1370, 1450, 1495, 1605, 2850,

2940, 3300, 3375

.C11H18N2
(178,28)

0,73

1,52

690, 740, 820, 910, 980,
1020, 1065, 1075, 1150, 1205,
1385, 1460, 1500, 1515, 1590,

2500, 2850, 3000, 3500

C11H20N2Cl2
(251,20)

{molekulova hmotnost)

Pii praktickém provad&ni zplisobu podle
vynalezu se ke kultivaci mikroorganismil s
vyhodou pouZivé Zivného prostFedi obsahuji-
ciho hlavné cukry a organické dusikaté lat-
ky, jako napfiklad prosnou kasi, glukozu,
§krob, s6jovou moulku, kukufiény vyluh a
podobné, a kromé& toho obsahujiciho mala
mnoZstvi anorganickych latek, jako fosfo-
retnanu draselného, siranu médnatého, si-
rant zinetnatého, kuchytiské soli, dusi¢na-
nii a podobnych (tento typ Zivné phdy je po-
psan napfiiklad v USA patent. &is. 3 681 491
a 3 846 400).

N-[(S)-1'-Fenylethyl]-1,3-diaminopropan,
pouZivany jako prekursor, lze k Zivné phadé
pridat bud pFed zahédjenim kultivace, nebo
po &astech bdhem kultivace, anebo ho pFida-
vat kombinovan& ob&ma zplsoby. Priddvana
aminosloutenina se obvykle napfed zneutra-
lizuje kyselinou chlorovodikovou a pouZiva
se ve formé& hydrochloridu. Je v3ak moZné
priddvat do Zivného prostfedi volnou ami-
nosloudeninu. V posléze uvedeném pripadé
se upravi pH prostfedi jako celku a pak se
zah&jl kultivace.

Koncentrace N-[(S)-1°-fenylethyl]-1,3-di-
aminopropanu v Zivném prostfedi se pohy-
buje obvykle v rozmezi od 0,2 do 2 mg/ml,
vyhodn& je 1 mg/ml. Po vysterilizovani se

Zivna plida naofkuje mikroorganismy pro-: -
dukujicimi bleomycin, piisluSejicimi ke kme- ;.

nu Streptomyces verticillus, napiikiad mi-
kroorganismy kmene Streptomyces verticil-
lus NK 68-144, uloZenym v japonském vy-
zkumném ustavu pro fermentaci (Fermen-

tation Research Institute, Agency of Industri-
al Science and Technology, Japonsko) pod
oznatenim FERM-P &islo 4108, a v americké
sbirce typovych kultur {Americal Type Cul-
ture Collection) pod oznafenim ATCC 31307,
nebo se naotkuje ndsadovou kulturou mikro-
organismi produkujicich bleomycin, pat¥i-
cich k dal8im odriiddm kmene Streptomyces
verticillus, a mikroorganismy se pak kulti-
vuii pFi 23 aZ 37 °C, za provzdustiovani a mi-
chéni, obvykle po dobu 5 aZ 10 dnd.
Kultivace se skonéi, kdyZ se dosdhne ma-
xima antimikrobidln{ mohutnosti v Zivném
prostiedi (sledovdno biologickym testem za
pouZiti Mycobacteria 607 jako testovaného
mikroorganismu). Po skonéeni kultivace se
kultivatni kapalina zfiltruje a filtrat se ne-
cha protékat p¥es sloupec anexové prysky-
Fice nesouci vhodné reaktivni skupiny, jako
karboxylové skupiny. Zddany produkt se p¥i
tom naadsorbuje na pryskyrici a pak se e-
luuje vodnou kyselinou chlorovodikovou.
Eluat se zneutralizuje, rozpustény surovy
bleomycin se naadsorbuje na aktivni uhli,
produkt se eluuje smési acetonu s kyselinou-
chlorovodikovou, eludt se zahusti a pak lyo-
filizuje. Surovy produkt se vyjme do metha-
nolu, roztok se chromatografuje na. kysli¢-
niku hlinitém za pouZiti methanolu jako

-. elutniho ¢&inidla, eluat se zahusti a lyofili-
- zuje. Ziskany produkt se chromatografuje na

sloupci Sephadexu@ G-25 (obchodni znak-
ka pro gelovy filtratni materidl, sloZeny z
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mikroskopickych kuliek zesitovaného dex-
tranu, vyrdbény a proddvany firmou Phar-
macia Fine Chemicals Inc., Svédsko), a pak
se znovu chromatografuje na sloupci CM

Sephadexu@ C-25 (obchodni znatka pro

katexovy typ Sephadexu, ktery se skldda z
mikroskopickych kuli¢ek karboxymethylova-
ného polysacharidu dextranu, a ktery vyra-
bi a prod4vé firma Pharmacia Fine Chemi-
cals, Inc., Svédsko), za pouZiti vodného roz-
toku chloridu amonného jako elu&niho
¢inidla. Zisk4 se eludt obsahujici Z&dany
bleomycin NK 631 ve formé& obsahujici mé&d.
Podil obsahujici zminény bleomycin se na-
lije na sloupec iontoménifové pryskyfice

znatky Diaion ® HP 40, sloupec s naad-

sorbovanym produktem se promyje postupnég
vodnym roztokem dvojsodné soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové (v dalSim popisu
je pro tuto siil pouZivdna zkratka ,,EDTA.
.Naz"}, vodnym roztokem siranu sodného a
vodou, a posléze se produkt eluuje smési
acetonu s vodou. Elu4t se zahusti a lyofilizu-
je; ziskd se monosulfat bleomycinu NK 631
(formy prosté mé&di) ve formé svétle Zluto-
bile zbarveného amorfniho prasku.

Monosulfadt bleomycinu NK 631 (formy
prosté médi) ziskany zpiisobem podle vynéle-
zu se za Ulelem indikace a stanoveni optic-
ké &istoty hydrolyzuje silnou kyselinou, hyd-
rolysat se rozd&li vysokovoltovou papirovou
elektroforézou a dvojrozmérnou papirovou
chromatografii a latky se deteguji ninhyd-
rinem; tim se prokadZe pfitomnost N-(1'-fe-
nylethyl)-1,3-diaminopropanu.

Hydrolyzou uvoln&ny amin se izoluje a
pfedisti, zm&¥i se jeho specifickd rotace a
absorbance v ultrafialovém svétle, 'a z na-
meéfenych hodnot se zjisti optickd distota
bleomycinu NK 631. Konkrétn& se pii stano-
vovédni optické Cistoty postupuje nésleduji-
cim zplisobem:

Asi 50 mg monosulfatu bleomycinu NK 631
(formy prosté médi) se zahivd s 6 N kyseli-
nou chlorovodikovou 16 hodin k varu pod
zpétnym chladitem (na teplotu 110 aZ 115
stupiifi Celsia). Hydrolyzou vznikly N-[(S}-
-1‘-fenylethyl]-1,3-diaminopropan se ze smé-
si rozkladnych produktd izoluje, precisti a
pak se stanovi jeho optické rotace (pfi A =
= 365 nm) prfi teploté 25 °C, za pouZiti po-
larimetru znacdky Perkin-Elmer 141. Poté se
stanovi jeho absorbance pfi A = 256 nm
a registruje se celd krivka v ultrafialové
oblasti. KFivka v oblasti 280 aZ 310 nm se

210673
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extrapoluje na A = 256 nm, a tato hodnota
se pouZije jako zdkladni ¢4ra pii 256 nm.

Hodnotu x optické Cistoty lze vyjadfit né-
sledujicimi rovnicemi:

_ S
T S+R
(13,
x =05 + 5735 X >
’ ’ oD

(2],

ve kterych

= levoto€iva opticka rotace,
pravototiva optickd rotace,
= pozorované optické rotace a
OD = pozorovand absorbance.

S
R
o

Monosulfat bleomycinu NK (forma prosté
meédi) pFipraveny zplisobem podle vynédlezu
poskyine po kyselé hydrolyze N-[{S]-1‘-fe-
nylethyl]-1,3-diaminopropan, u néhoZ se v
typickém p¥ipadé nalezne specifickd rotace
[cd]365%8° = —64,18° (¢ ='0,38, voda]. Optic-
ka Cistota tohoto monosulfdtu bleomycinu
NK 631 (formy prosté médi), vypottend po-
dle shora uvedenych rovnic, je 98,5 %.

V tabulce 2 a 3 jsou uvedeny zékladni fy-
zikalni a chemické vlastnosti bleomycinu NK
631.

Struktura bleomycinu NK 631 zndzornéné
vzorcem I byla potvrzena tim zplisobem, Ze
monosulfdt bleomycinu NK 631 (forma pros-
td médi) byl rozpustén v tézké vodé a zmé-
Feno jeho 13C-NMR spektrum metodou po-
tlaCeni protonového Sumu, za pouZiti dio-
xanu jako vnit¥niho standardu.

Byly znaznamendény nésledujici signély:

19,4, 26,3, 37,0, 43,5, 58,9, 128,3 (dva
signaly), 130,0 (dva), 130,2 a 136,3 ppm,

které l1ze prisoudit jedendcti 15C atomém p¥i-
tomnym ve zbytku aminosloufeniny v po-
strannim fetézci molekuly bleomycinu NK
631, jmenovitd 3-[(3)-1‘-fenylethylamino]-
propylaminovém zbytku. VSechny ostatni po-
zorované signély uhlikovych atom®i odpovi-
daly charakteristickym signdlim zbyvajici
bleomycinové molekuly, tak jak jsou popsa-
ny v literatufe [viz Naganawa a spolupra-
covnici: Journal of Antibiotics, svazek 30,
str. 388 (1977)].
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Tabulka 2
Fyzik4alni a chemické vlastnosti bleomycinu
NK 631 (formy obsahujici méd)

Dihydrochlorid ' Monosulfat
1. Vzhled mod¥Pe zbarveny amorfni modfe zbarveny amorfni
prasek prések
2. Rozpustnost rozpustny ve vodg, stejnd jako u dihydrochloridu

methanolu, kyseliné octové,
dimethylsulfoxidu a
dimethylformamidu;
maéalo rozpustny v dioxanu;
nerozpustny v ethanoly,
acetonu, etheru a benzenu,

3. Teplota téni (rozkladu) °C 205 aZ 207 205 aZ 207

4. Specificka rotace
[lee ] 43625 —95,6° - —937°
(destilované voda, c=1,0)

5. Tenkovrstevnd a) 0,72 a) 0,72
chromatografie (Ry) b) 0,75 b} 0,75

{viz pozndmku 1)

6. Elektroforéza (Ry)
(R,, alaninu poloZeno 0,80 0,80
rovno 1,0; '
(viz pozndmku 2]

Pozndmka 1: talinickou celul6zou, vyrdbény firmou FMC
Corporation, USA), v soustavé n-propanol —

in — i v — :10:
a) na adsorbentu znafky Silica gel G ® . pgrlclilZI; kyselina octové voda_ (15:10
(obchodni znatka pro silikagel urfeny pro
tenkovrstevnou chromatografii, vyrabény fir- Pozndmka 2:
mou Merck Inc., USA), v soustavé methanol
—16% oct onn¢ — 109 G -
nial? {olog:c‘éa:nl a\l;‘l}?/r]l_ny 0% vodng amo na adsorbentu znafky Avicell SF @

v soustavé Kkyselina mraventi — kyselina
b) na adsorbentu znafky Avicel SF @ ?gtgﬁiut—.— voda (25:75:900, V/V), 800 V,
{obchodni znatka pro adsorbent urdeny pro

tenkovrstevnou chromatografii, tvofeny krys-
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V priloze jsou na obr. 1 a 2 zndzornény
ultrafialové absorpéni k¥ivky, a na obr. 3
a 4 infracervené absorpéni kfivky bleomyci-
nu NK 631 vzorce 1. Obr. 1 zndzoriiuje ultra-
fialovou absorptni k¥ivku dihydrochloridu
3-[(S)-1'-fenylethylamino]propylaminobleo-
mycinu vzorce I ({formy obsahujici méd]},
obr. 2 zndazoriiuje ultrafialovou absorpéni
kFivku odpovidajiciho monosulfatu (formy
prosté médi); obr. 3 zndzoriuje infraferve-
nou absorptni kiivku dihydrochloridu 3-
-[ (S]-1-fenylethylamino | propylaminobleo-
mycinu (formy obsahujici méd), mé&fenou v
tableté bromidu draselného, a obr. 4 zné-
zoriiuje infrafervenou absorpéni kFivku od-
povidajiciho monosulfdtu (formy prosté meé-
di), méFenou stejnym zpiisobem.

Vynikajici biologickd u€innost bleomycinu
NK 631 podle vyndlezu vyplyvé z niZe uve-
denych vysledkii experimentdiniho hodnoce-
nl.

Biologickd tucinnost bleomycinu NK 8631
byla srovndvdna s Gfinnosti komeréniho
bleomycinového komplexu a s tiéinnosti mo-
nosulfatu 3-[ (R,S)-1'-fenylethylamino]pro-
pylaminobleomycinu {formy prosté médi) (v
dal3im je pro tuto latku pouZivdno oznale-
ni , RS-forma‘) v nésledujicich &tyfech tes-
tech:

18

1) Gaéinek na vyvoldvani librosy plic
2} antineoplastickd ufinnost

3} antimikrobidlni G¢innost

4) toxicita

Ke srovndni pouZitd RS forma antibiotika
byla ziskédna fermenta&nim zplisobem popsa-
nym v USA patentu €. 3 846 400.

1. Toxicita vacéi plicim u mySi (vyvoldni
{ibrosy)

K testovani byly pouZity dvandctifetné sku-
piny mySich samc kmene ICR ve sté¥i 15
t¢dnt. Testované latky byly poddvédny v kon-
stantni ddvce 5 mg/kg ve formé intraperito-
nedlnich injekci jednou denn& po dobu 10
po sobé& ndsledujicich dnd. Po skon&eni ap-
likace latek byly myS$i chovdny a pozorové-
ny 5 tydni. Pak byla zvifata usmrcena a pit-
vou zjistén rozsah fibrosy plic.

Vyskyt a stupeil vyvolané fibrosy plic u
skupiny myS8i, které byl poddvdn monosul-
fat bleomycinu NK 631 (forma prostd mé-
di) byl porovnén s vyskytem a stupném fib-
rosy plic u skupin my3i, kterym byla poda-
vana RS forma antibiotika a bleomycinovy
komplex. Nalezené vysledky jsou uvedeny v
tabulce 4.

Tabulka 4
Vyskyt Stupeii onemocnéni
Podet mysi Rela- Celkové zhod- Relativ-
s fibrosou tivni noceni stupné ni hod-
plic (%) hodnota fibrosy plic: nota
celkovy potet
vzorki (viz
. poznédmka)
monosulfat 4/12 (0,33) 0,36 ‘ 6/36»[0,17]' : 0__,25:
bleomycinu T e
NK 631
(forma
prostd médi)
RS forma 7/12 (0,58) 0,63 12/36 .(0,33) . 0,49
bleomycinovy 11/12 (0,92) 1,0 24/36 (0,67) 1,0
komplex ~
Poznamka: sklipcich a fibrose podobné zmény v alve-

Stupnice pouZivand k hodnoceni stupné
fibrosy plic:
0 bod — Zadnd fibrosa
1 bod — hromadéni exudatu v plicnich

" ordlnich prepdzkach

2 body — fibrosa na n&kolika mistech

4 body — roztrouSena fibrosa

6 bodd — fibrosa na vice neZ dvou tfeti-
nach celé plochy
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Jak vyplyva z tabulky 4, monosulfat bleo-
mycinu NK 631 (forma prostd médi] sniZuje
ve srovndni s RS formou antibiotika vyskyt
a rozsah fibrosy plic asi na polovinu, a ve
srovnédni s bleomycinovym komplexem vyskyt
fibrosy asi na polovinu a jeji rozsah na &tvr-
tinu. Nalezené vysledky zretelné prokazujl
vyhodnost monosulfatu bleomycinu NK 631
pro klinické pouZiti.

PRV

2. Antineoplastickd u€innost

2—1. Utinek in vitro na kultury HeLa S3
bunék

Pro kaZdy shora uvedeny bleomycin byla
stanovena hodnota IDs¢ inhibice mnoZeni
HeLa S3 bun&k po 72 hodinach kultivace v
pfitomnosti testovaného bleomycinu. Pro
bleomycinovy komplex byla nalezena IDso=
=1,70 ug/ml a pro bleomycin NK 631 IDs¢=
=0,82 ug/ml. Z uvedenych hodnot vyplyva,
Ze bleomycin NK 631 ihibuje mnoZeni HeLa
Sz bun&k dvakréat siln€ji neZ bleomycinovy
komplex. Pro RS formu antibiotika bylo na-

20

lezeno LDs0=0,80 ug/ml, z tehoZ vyplyva, Ze
inhibi¢ni ¢inek tohoto bleomycinu je srovna-
telny s inhibi¢nim dG¢inkem monosulfdatu
bleomycinu NK 631 (formy prosté médi).
2—-2. Karcinostaticky tfinek na my8ich
Ehrlichilv karcinom (solidni nddor)

My8im samctm kmene ICR, starym 6 tyd-
nd, bylo transplantovano podkoiné do t¥i-
selné oblasti po 2X 108 bundk. Po 24 hodi-
néch po transplantaci byl kaZdé mySi apli-
kovén testovany preparat stejnym zplsobewm
jak bylo popsano vy8e v testu 1. Patnacty den
po subkutanni transplantaci byly my3im né-
dory vyjmuty a zvaZeny, a hmotnosti srovné-
ny s hmotnostmi tumorf, které se vyvinuly
u kontrolni skupiny mySi, které nebyly oSet-
Feny, a bylo zjidténo procento inhibice. »

Jak vyplyva z tabulky 5, je karcinostaticka
tufinnost monosulfdtu bleomycinu NK 631
(formy prosté médi) srovnatelné s udinnosti
RS formy antibiotika a asi 1,4 krat vysSsi neZ
udinnost bleomycinového komplexu.

Tabulka 5

Déavka Stupeii inhibice (v %)

(mg/kg X 10) Monosulfat RS-forma Bleomycinovy
NK 631 antibiotika komplex
(forma prostéa
médi)

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

IDso0

(mg/kg/den) 0,35 0,31 0,49

2—3. Karcinostatickd aéinnost vidi asci- -

tickému hepatomu u krys (asciticky typ)

Krysdm kmene Donryu bylo do b¥isni du-
tiny transplantovdno po 1X106 AH 66 bu-
nék. Za 24 hodin po transplantaci byl intra-
peritonedln& aplikovan testovany preparét a

v jeho podavdni bylo pokrafovédno jednou
denné& po dobu deseti po sob& nésledujicich
dnti. BEhem 30 dnf po transplantaci byla sle-
dovéna télesnd hmotnost krys a pofet pre-
Zivajicich zvirat, Vysledky jsou uvedeny v
tabulce 6.

Tabulka 6
Relativai hodnoty primeérného pPeZiti (po-&et dnii)
Davka Monosulfat RS-forma Bleomycinovy
(mg/kg X 10) NK 631 antibiotika komplex
(forma prostéd
médi)

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
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Jak vyplyva z tabulky 6, je tifinnost mono-
sulfatu bleomycinu NK 631 (formy prosté
médi) vaéi AH 66 ascitickému hepatomu
srovnatelnd s uéinnosti RS formy antibioti-
ka a je ve viech ddvkdch vy3si neZ afinnost
biecmyc nového komplexu.

2—4. Antikarcinogenni finek vici epider-
méalnimu karcinonu kfiZe vyvolanému 20-me-
thylcholanthrenem u mysi

Roztok 20-methylcholanthrenu (v dalSim
je tato latka oznalovéna jako 20-Mc) v ace-
tonu byl dvakrét tydné&, po dobu 18 tydnd,
lokaln& aplikovdn na oholeny hibet samct

22

mySsi kmene ddy, starych 10 tydnii. Za Sest
tydnll od zaCatku aplikace 20-MC byl intra-
peritonedlné& aplikovén testovany preparat v
dévce 62,5 ug/mys a v jeho poddvéni bylo po-
kratovano dvakrat tydné po dobu 15 tydnd.
Za jeden tyden po skon€eni podédvani testo-
vaného preparatu byla pathologicky vy3etre-
na oblast kdZe, na kterou byl aplikovan 20-
-MC a sledovan vyskyt karcinogenesy.

Jak vyplyva z tabulky 7, inhibuji monosul-
fat bleomycinu NK 631 (forma prostd mé-
di) a RS forma antibiotika 0 n&co maélo in-
tensivnéji karcinogenesu vyvolanou 20-MC,
neZ bleomycinovy komplex.

Tabulka 7
Umrtnost Stupeii Stupeii
karcinogenese inhibice
(v %) (v %)
Monosulfat NK 631
(forma prostd médi) 1/12 5/11 (45,4) 47,8
RS forma 1/12 5/11 (45,4) 47,8
bleomycinovy
komplex 2/12 5/10 (50,0) 42,5
kontrola 1/24 20/23 (86,9) 0

Ze vSech shora uvedenych testld vyplyvd,
Ze monosulfdt bleomycinu NK 631 (forma
prostd médi) ma ve srovndni s komerctné do-
stupnym bleomycinovym komplexem zFetel-
né vyssi antineoplastickou ufinnost.

3. Antimikrobidlni déinnost

Antimikrobidlni dé¢innost vtéi mikroorga-

nismim Mycobacterium 607 a Bacillus subti-
lis PCI byla zjistovdna diskovou metodou za
pouZiti bleomycinu Az jako standardu (uéin-
nost 1000 j/mg). Vysledky jsou uvedeny v ta-
bulce 8.

Tabulka 8
Mycobacterium 607

Bacillus
subtilis PCI

Monosulfat NK 631
(forma prostd médi)

RS forma
antibiotika

Bleomycinovy
komplex

Jak vyplyvad z tabulky 8, vykazuji monu-
sulfat bleomycinu NK 631 (forma prostd me-
di} a RS forma antibiotika mnohem vyS35si
antimikrobidlni u€innost neZ bleomycinovy

komplex.
4. Toxicita

4—1. Akutni toxicita u krysy (LDso) p¥i in-
traperitonedlnim poddvéni

1550

1400

886

Jak vyplyvé z tabulky 9, jsou hodnoty LDso
u krysy nalezené pro monosulfat bleomyci-
nu NK 631 {formy prosté médi) pfibliZné
stejné jako hodnoty nalezené u bleomycino-
vého komplexu a RS formy antibiotika.
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Tabulka 9
LDso Meze spolehlivosti
(mg/kg) (5% hladina
vyznamnosti)
Monosulfdt NK 631
(forma prostd m&di) 155,0 133,6 aZ 179,8
krysa RS forma
antibiotika 150,6 129,0 aZ 170,6
bleomycinovy
komplex 168,0 130,0 aZ 217,0

44-2. Subakutni a chronicka toxicita u krys
a pst

Subakutni a chronicka toxicita monosulfé-
tu bleomycinu NK 631 (formy prosté médi)
u krys a psil je srovnatelnd s analogickymi
toxicitami bleomycinového komplexu. Je v3ak
tfeba rovnéZ poznamenat, Ze monosulfat
bleomycinu NK 631 (forma prostd médi)
nevyvolava u psil nekrosu v misté vpichu,
zatim co bleomycinovy komplex zpliscbuje
nekrosu v mist8 vpichu u vSech psit ve sku-
pin&, které byla podavdna vysokd davka
latky (1,2 mg/kg, 90 krat), i kdyZ zminéna
vy8ka davky byla u obou druhd@ bleomycinu
stejnd. Bleomycin NK 631 vykazuje rovndZ
niZdl toxicitu vici plicim neZ bleomycinovy
komplex. '

Z vy3e uvedenych vysledkl vyplyva, Ze
toxicita monosulfdtu bleomycinu NK 631
(formy prosté medi) jest srovnatelnd s toxi-
citou bleomycinového komplexu, s vyjimkou
toxicity vic¢i plicim a vyvoldvani nekrosy,
které jsou u bleomycinu NK 631 podstatns

Mare

nizsi.
5. Souhrn

Ze shora uvedenych vysledkd testd lze
ulinit zavér, Ze bleomycin NK 631 jest nova
slouCenina, kterd mé nésledujici pFednosti:

a) extrémné nizkou toxicitu vad¢i plicim,

b) antimikrobidlni a antineoplastickou -
¢innost vy3S8i neZ komertné& dostupny bleo-
mycinovy komplex,

¢] obecnou toxicitu srovnatelnou s toxi-
citou komerc¢né dostupného bleomycinové-
ho komplexu a

d) niZ31 lokdlni toxicitu v mist& vpichu
injekce neZ komer¢né& dostupny bleomycino-
vy komplex.

Z uvedengch diivodh lze ofekévat, Ze no-
v§ bleomycin NK 631 bude vyhodny pii kli-
hickém pouZiti.

Zplsob podle vyndlezu je podrobngji ob-
jasnén v nésledujicich piikladech provede-
ni, které v3ak rozsah vyndlezu Z&dnym
zplsobem neomezuji.

P¥iklady provedeni
Priklad 1

Jeden litr Zivné pldy (pH 7,0) obsahujici
2 % glukézy, 0,75 % peptonu, 0,75 % ma-
sového extraktu a 0,3 % chloridu sodného,
se vnese do pétilitrové Erlenmeyerovy baii-
ky, plida se vysterilizuje, naotkuje mikro-
organismy druhu Streptomyces verticillus
NK-68-144 (FERM-P ¢islo 4108, ATCC d{islo
31 387) a mikroorganismy se kultivuji pfi
28 °C po dobu 48 hodin za michAni a t¥epé-
ni; ziskd se nédsadni kultivaéni kapalina.

Soucasné se k Zivné phdé, obsahujici 7,17
procenta prosné kase, 0,5 % glukozy, 3,5 %
sdjové moucky, 0,75 % kukufigného vyluhu,
0,3 % chloridu sodného, 0,1 % hydrogen-
fosforetnanu draselného, 0,05 % siranu zi-
netnatého, 0,01 % siranu médnatého, 0,2 %
dusi¢nanu sodného a 0,03 % povrchové ak-

tivni 14tky znaCky Pronal ST-1 (neiono-

genni povrchové aktivni &inidlo a odpéiio-
vadlo, vyrdbéné firmou Toho Kakagu) piida
hydrochlorid N-[{S]}-1’-fenylethyl]}-1,3-di-
aminopropanu v mnoZstvi 1 mg/ml pady a
pH smési se upravi na 6,5.

Dvacet litrd uvedené Zivné plidy se vnese
do fermenta¢niho kotliku o objemu 39 litri
a vysterilizuje se. Zivnd piida se naockuje
shora uvedenym zplisobem pFipravenou né-
sadni kultivacni kapalinou v mnoZstvi 10 %.
Kultivace se provadi za provzduSilovdni a
michéni rychlosti 400 otdcek za minutu po
dobu 7 dni pfi 28 °C. Po dokonfeni fermen-
tace se kultivadni kapalina, po pfidani 5 %
infusoriové hlinky, zfiltruje filtrem znac&ky
(obchodni nézev pro kiemeli- (B) Daikalite
novy filtrafni prostfedek vyrdbény a pro-
davany firmou Toa Kasei Co., Japonsko) a
ziskd se 10 litr@ filtrdtu o antimikrobidlni
mohutnosti 326 j/ml (3,26 g-mohutnosti).

Filtrat se spoji s promyvaci vodou a roz-
tok se neché protéci sloupcem pfipravenym
z 630 ml Amberlitu IRC-50 (H-forma),
pfiCemZ se Z&dany produkt na sloupci na-
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adsorbuje. Sloupec se promyje vodou a pro-
dukt se eluuje 80 litry 0,5 N kyseliny chlo-
rovodikové. Eluadt se zneutralizuje, neroz-
pusiny podil se odfiltruje a filtrdt se necha
protéci sloupcem pfipravenym z 50 ml ak-
tivniho uhli. Sloupec se promyje vodou a
produkt se eluuje 750 ml smési 0,02 N kyse-
liny chlorovaodikové s acetonem (1:1). Elu-

4t se zneutralizuje Dowexem ® obchodni

ndzev anexové pryskyfice sloZené z kopo-
lymeru epichlorhydrinu s amoniakem, vyra-
b&né a proddvané firmou Dow Chemical Co.,
USA), kapalina se zahusti a zahuStény roz-
tok se lyofilizuje. Ziskany produkt se roz-
pusti v trojndsobku vody, roztok se prikape
do 9 objem® methanolu a vyloufené neroz-
pustné podily se odfiltruji. Methanolicky
roztok se nechd protéci sloupcem piiprave-
nym z 25 ml kysliéniku hlinitého a produkt
se eluuje 90% methanolem. Eludt se zneu-
tralizuje, zahusti a pak lyofilizuje. Odparek
se rozpusti v 10 ml vody, produkt se naad-
sorbuje na sloupci p¥ipraveném ze 100 ml

G-25 a pak se eluuje wodou;@Setphadexu

jimaji se modfe zbarvené frakce.
Modie zbarvené frakce se spoji, roztok se
neché protéci sloupcem pfipravenym ze 100

mililitrt CM-Sephadexu ® C-25 a produkt

se eluuje vodnym roztokem chloridu amon-
nho, jehoZ koncentrace stoupd od 0,05 do
1 M. Ke spojenym frakcim obsahujicim bleo-
mycin NK G631 se pfidd 1 g EDTA-Naz. pH
roztoku se upravi 12 N kyselinou chlorovodi-
kovou na hodnotu 0,5 a pak se roztok zneu-
tralizuje 5N roztokem hydroxidu sodného.
Produkt se naadsorbuje na sloupci pfipra-

veném. z 50 ml Diainonu HP-40 (obchod-

ni nédzev pro absorpéni pryskyfici tvofenou
styren — divinylbenzenovym kopolymerem,
vyrdb&nou a proddvanocu firmou Mitsubishi
Chemical Co., Japonsko).

Sloupec se promyje 5% roztokem EDTA.
Naz (dvojndsobkem objemu sloupce), pak
505 vodnym roztokem siranu sodného (1,5
nésobkem objemu slouce), vodou a produkt
se eluuje 50% vodnym acetonem (trojnésob-
kem objemu sloupce), Eludt se zahusti a
zahustény roztok se zlyofilizuje. Ziska se
100 mg kone&ného produktu, monosulfdtu
bleomycinu NK 631 (formy prosté médi)
0 mohutnosti 8,30 mg. VytéZek tohoto pro-
duktu je 25,4 %, poditdno na obsah ve zfil-
trované kultivatni kapaling. Analyzou za po-

uZiti metody s CM-Sephadexem ® byl na-

le zen obsah 98,7 % bleomycinu NK 631. Je-
ho optickd &istota byla 98,5 %, stanoveno
metodou uvedenou v popisu vynélezu.

Ziskany produkt méd nésledujici spektrélni
a antimikrobidlni charakteristiky:
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Ultrafialové absorpcni spektrum:

maximum pfi 290 nm, E = 106 v 0,1
1 cm

N kyselin& chlorovodikové
Antimikrobidlni mohutnost: 8077 j/mg.

Priklad 2

Do fermenta&niho tanku o objemu 200 lit-
rit se vnese 120 litrdi Zivné ptdy majici stej-
né sloZeni jako pida popsand v pfikladu 1,
k roztoku se pridd 120 g N-[(S)-1'-fenyl-
ethyl]-1,3-diaminopropanu, pH se upravi na
hodnotu 6,5 a smés se vysterilizuje. Poté se
7ivné prost¥edi naotkuje, v mnoZstvi 10 0o,
nésadni kultivaéni kapalinou mikroorganis-
m druhu Streptomyces verticillus NK 68-
-144 (FERM-P ¢&islo 4108, ATCC 31 307) pfi-
pravenou stejnym postupem a za stejnych
podminek jak bylo popsdno v prikladu 1.
Mikroorganismy se kultivuji za provzduSiio-
vani a za michéani rychlosti 350 otdcek za
minutu po dobu 7 dnt pFi 28 °C.

Po skongeni kultivace se filtrat (107 litrd,
antimikrobidlni mohutnost 671 j/ml, 72 g-
mohutnosti) zpracuje stejnym zplisobem ja-
ko v pfikladu 1. Po extrakci a uvedeném
zplsobu &isténi se ziskd 4,7 g monosulfatu
bleomycinu NK 631 (formy prosté medi)
(38,9 g-mohutnosti). Vyt&Zek je 47 %, pocité-
no na ohsah bleomycinu ve zfiltrované fer-
mentadni kapaling. Analyzou za pouZiti me-

tody s CM-Sephadexem bylo nalezeno,

%e ziskany produkt obsahuje 99,6 % bleo-
mycinu NK 631, Ziskany bleomycin NK 631
mé& optickou &istotu 99,1 %, stanoveno shora
popsanou metodou.

Produkt méd nésledujici spektrdlni a anti-
mikrobidlni charakteristiky:

Ultrafialové absorptni maximum p¥l 290
1%
nm, E = 107, v 0,1 N kyselin& chloro-
1 cm
vodikové.
Antimikrobiaini mohutnost: 8027 j/mg.

Priklad 3

Syntéza N-[ (S)-1’-fenylethyl]-1,3-
-diaminopropanu

K 50 g (S)-1-fenylethylaminu, ochlaze-
ném na 0 °C, se zamichdni p¥idd 33 g akry-
lonitrilu. Na batiku s reakéni smési se na-
sadi zp#tny chladi€ opatfeny chlorkalciovym
uzdvérem a smeés se za michani zahfiva 18
hodin na 93 °C.

Po skondeni reakce se prebytek akrylo-
nitrilu oddestiluje za sniZeného tlaku a zby-
vajici surovy produkt se podrobi frakciono-
vané destilaci rovné? za sniZeného tlaku;
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jimé se frakce vrouci p¥i 142 aZ 145 °C p¥i
0,933 kPa. Ziska se 53,5 g 3-[(S)-1-fenyl-
ethylamino] propionitrilu.

Ziskany nitril se vnese do hydrogenacniho
autokldvu, pridd se 5 g Raneyova niklu W-7
a 50 ml ethanolu obsahujiciho 15 % amo-
niaku a smés se hydrogenuje, za michéani
rychlosti 1000 otddek za minutu, p¥i teploté
50 aZ 58 °C, vodikem pod parcidlnim tlakem
10 aZ 4 MPa po dobu 1,5 hodiny. Po skon&eni
hydrogenace se kapalnd reakCni smés pfe-
destiluje za sniZeného tlaku a jimd se frakce
vrouci p¥i 95 aZ 103 °C pfi 0,266 kPa. Ziska
se 48,3 g N-[(S])-1’-fenylethyl]-1,3-diamino-
propanu (vytéZek 66 % teorie, poditdno na
vychozi (S)-1-fenylethylamin].

Priklad 4

Do Zivné pldy obsahujici stejné sloZky
jaké byly pouZity v prikladu 1 se pridd hyd-
rochlorid N-[(S)-1‘-fenylethyl]-1,3-diamino-
propanu v mnoZstvi 0,2 mg/ml pldy a pH
pidy se upravi na 6,5. Dvacet litrQt kultivace
se vnese do kultivatni nddoby o objemu 30
litri a vysterilizuje se, nadeZ se naofkuje
v mnoZstvi 10% nésadni kultivani kapali-
nou Streptomyces verticillus NK 71-125 (kte-
ry je mutaénim kmenem ziskanym ze Strep-
tomyces verticillus FERM-P ({islo 4108,
ATCC 31 307 oz&fenim ultrafialovymi paprs-
ky), pfipravenou za stejnych podminek jako
v prikladu 1. Kultivace se provadi po dobu
5 dnt p¥i 37 °C za soulasného provzdusiio-
vani a michani rychlosti 350 otdfek za mi-
nutu. Po ukondeni kultivace je antimikro-
bidlni mohutnost NK 631 v kultivaéni padé
376 j/ml.

Pr¥iklad 5

Do Zivné plidy obsahujici stejné sloZky ja-

ké byly pouZity v p¥ikladu 1 se p¥id4 hydro-
chlorid N-[(S)-1’-fenylethyl]-1,3-diamino-
propanu v mnoZstvi 2 mg/ml pidy a pH pl-
dy se upravi na 6,5. Dvacet litr kultivace
se vnese do kultiva&ni nddoby o obsahu 30
litrd a vysterilizuje se, nafeZ se naoCkuje
v mnoZstvi 10 % nasadni kultivadni kapali-
nou Streptomyces verticillus NK 71-054 (coZ
je mutadni kmen ziskany z mikroorganismu
Streptomyces verticullus FERM-P &islo 4108,
ATTC 31 307 dvojnédsobnym ozé&fenim ultra-
tialovymi paprsky a jednim ozédfenim X-pa-
prsky) pfipravenou ze stejnych podminek
jako v prikladu 1. Kultivace se provadi za
soufasného provzduSiiovdni a michani rych-
losti 400 otdfek za minutu p¥i teploté 23 °C.
Po ukonéeni Kkultivace je antimikrobidlni
mohutnost NK 631 v kultivaénim prostfedi
571 j/mg.

Priklad 6

Do Zivné pldy obsahujici stejné sloZky.
jaké byly pouZity v piikladu 1, se prida hyd-
rochlorid N-[(S]-1’-fenylethyl]-1,3-diamino-
propanu v mnoZstvi 0,5 mg/ml a pH pidy se
upravi na hodnotu 6,5. Dvacet litrd kultiva-
ce se vinese do kultivagni nddoby o objemu
30 litrd a vysterilizuje se, naceZ se naoCkuje
v mnoZstvi 10% ndsadni kapalinou Strepto-
myces verticillus NK 71-058 {coZ je mutalni
kmen ziskany z mikroorganismu Streptomy-
ces verticillus FERM-P &islo 4108, ATCC
31 307 dvojndsobnym ozéarenim ultrafialovy-
mi paprsky a dvojndsobnym ozafenim pa-
prsky X) p¥ipravenou za stejnych podminek
jako v prikladu 1. Kultivace se provadi 7
dnii p#i teplot& 30 °C a za souCasného mi-
chéani rychlosti 400 otdfek za minutu. Po
ukondéeni kultivace je antimikrobidlni mo-
hutnost NK 631 v kultivalnim prost¥edi
820 j/ml.

PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob vyroby 3-[ (S])-1’-fenylethyl]pro-
pylaminobleomycinu, vyznacujici se tim, Ze
se kmen mikroorganismu Streptomyces ver-
ticillus FERM-P ¢islo 4108 (ATCC 31 307)
nebo mutatni kmen, ziskany z mikroorga-
mnismu Streptomyces verticullus FERM-P {is-
lo 4108 (ATCC 31 307) ozéfenim ultrafialo-
vymi paprsky a/nebo X paprsky naockuje do
Zivného prostfedi a kultivuje v pfitomnosti
N-[(S)-1’-fenylethyl]-1,3-diaminopropanu
vzorce 11

(s)
74 \-~—CH—NH(CH2)3NH2
- }JH
2 (i)

nebo jeho soli pfi teplotd 23 aZ 37 °C po
dobu 5 aZ 10 dni za selektivniho vzniku 3-
-[(S)-1'-fenylethylamino] propylaminobleo-
mycinu, ktery se pak z kultivatni kapaliny
izoluje.

2. ZpGsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se N-[(S}-1’-fenylethyl]-1,3-diamino-
propan nebo jeho stil pfidavd do kultivatni
kapaliny v koncentraci 0,2 aZ 2 mg/ml pro-
st¥edi. '

3. Zpisob podle bodu 1, vyznacdujici se
tim, Ze se jako soli N-[ (S)-1'-fenylethyl]-1,3-
-diaminopropanu pouZivd hydrochloridu, si-
ranu nebo octanu.

3 listy vykrest

severografia, n, p., zédvod 7, Most
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