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3-((S)-1’-Phenylithylamino)-propylaminobleomycin, Verfahren zu seiner Herstellung und diese
Verbindung enthaltendes Arzneimittel.

@ Die Erfindung betrifft das neue 3-[(S)-1'-Phenylithyl-

amino }propylaminobleomycin, das durch Umsetzung
eines reaktiven Derivats der Carboxylgruppe von Bleomy-
cinsiure N-{(S)-1"Phenylithyl]-1,3-diaminopropan erhal-
ten wird, sowie die nicht-toxischen Salze von dem neuen
Bleomycin und ein Verfahren zur Herstellung des neuen
Bleomycins. Bei dem neuen Bleomycin sind die Nebenwir-
kungen, die eine Lungenfibrose verursachen, verringert.
Das neue Bleomycin ist somit ein niitzlicheres Arzneimit-
tel als ein im Handel erhiltlicher Bleomycinkomplex, der
unerwiinschte Nebenwirkungen ergibt.
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7N\ 2. 3-[(S)]-1'-Phenylithylamino]-propylaminobleomycin
0 NHp und die nicht-toxischen Salze davon nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass das nicht-toxische Salz das Hydrochlorid,
35 Sulfat oder Essigsduresalz ist.
o 3. Verfahren zur Herstellung von 3-[(S)]-1'-Phenyl-
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und der nicht-toxischen Salz davon, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein reaktives Derivat der Carboxylgruppe der Bleo-
mycinsédure der Formel:
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mit N-[(S)-1’-Phenylithyl]-1,3-diaminopropan in einem L&-
sungsmittel umsetzt und erforderlichenfalls das Produkt in ein
nicht-toxisches Salz umwandelt.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
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Ester aus der Gruppe 3-Acetylaminopropylester, 3-Succinyl-
aminopropylester, 3-Benzoylaminopropylester, 3-Benzylami-
nopropylester, 3-p-Toluolsulfonylaminopropylester, 3-(2,4-Di-
nitrophenyl)-aminopropylester, 3-(3,5-Dimethyl-3-oxocyclo-

dass das nicht-toxische Salz das Hydrochlorid, Sulfat oder Essig- 45 hexen-1-yl)-aminopropylester, 3-(tert.-Butoxycarbonyl)-ami-

siuresalz ist.

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man das reaktive Derivat der Carboxylgruppe der Bleomy-
cinsdure in der Weise herstellt, dass man eine Verbindung aus
der Gruppe 6-Chlor-1-p-chlorbenzolsulfonyloxybenzotriazol,
N-Athyl-5-phenylisoocazolium-3’-sulfonat, N-tert.-Butyl-5-
methylisooxazoliumperchlorat, N-Athoxycarbonyl-2-ithoxy-
1,2-dihydrochinolin, Di-p-nitrophenylsulfit, Tri-p-nitrophenyl-
phosphit, p-Nitrophenyltrichloracetat, N-Hydroxysuccinimid,
Dicyclohexylcarbodiimid, 1-Athyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-

carbodiimid, 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl)-carbodiimid,

Diphenylcarbodiimid, Di-p-toluylcarbodiimid, Diisopropylcar-
bodiimid, p-Nitrophenol, Pentachlorphenol und Benzylalkohol
mit Bleomycins#ure reagieren ldsst.

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als reaktives Derivat der Carboxylgruppe der Bleomy-
cinsdure den 3-Aminopropylester verwendet.

7. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als reaktives Derivat der Carboxylgruppe der Bleomy-
cinsdure den N-monosubstituierten 3- Aminopropylester ver-
wendet.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass man als N-monosubstituierten 3-Aminopropylester einen

nopropylester und 3-(Salicyliden)-iminopropylester verwendet.

9. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man 1 bis 10 Aquivalente von N-[(S)-1'-Phenyl4thyl]-1,3-
diaminopropan pro 1 Aquivalent Bleomycinsiure einsetzt.

10. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Bleomycinséure und das N-[(S)-1’-Phenyléthyl]-
1,3-diaminopropan 1 bis 24 h lang bei 0 bis 30 °C reagieren
ldsst.

11. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
55 dass man 1 bis 10 Aquivalente N-{(S)-1'-Phenylithyl]-1,3-di-

aminopropan pro 1 Aquivalent Bleomycinsiure-3-aminopro-
pylester oder eines N-monosubstituierten Derivats davon ein-
setzt.
12. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
60 dass man den Bleomycinsdure-3-aminopropylester oder ein
N-monosubstituiertes Derivat davon und das N-[(S)-1’-Phenyl-
dthyl]-diaminopropan 1 bis 72 h lang bei 0 bis 80 °C reagieren
ldsst.
13. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
%5 dass man als Losungsmittel Wasser, Methanol, Dimethylform-
amid, Dimethylsulfoxid oder ein Gemisch davon verwendet.
14. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, dass es neben
tiblichen Hilfs- und Trégerstoffen 3-[(S)-1'-Phenylathylamino]-

50
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propylaminobleomycin oder ein nicht-toxisches Salz davon ent-
halt.

Die Erfindung betrifft eine neue Bleomycinverbindung, ihre
nicht-toxischen Salze und ein Verfahren zur Herstellung dieser
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und die nicht-toxischen Salze davon sowie ein Verfahren zur
Herstellung dieses neuen Bleomycins.

Bleomycin sind karzinostatische Antibiotika, die von Ume-
zawa et al entdeckt wurden [Journal of Antibiotics, 19A, 200
(1966)}. Es handelt sich um wasserlosliche basische Glycopepti-
de, die durch Actinomycete Streptomyces verticillus erzeugt
werden. Diese Verbindungen sind dazu imstande, leicht ein
Atom von zweiwertigem Kupfer zu chelieren. Bei der normalen
Kultivierung werden 16 Komponenten von Bleomycinen er-
zeugt und isoliert [vgl. z.B. Umezawa et al., Journal of Antibio-
tics, 19A, 210 (1966)]. Von den Bleomycinen wird ein Gemisch
von kupferfreiem A;, A,, As, B, und Demethyl-A, (nachste-
hend als Bleomycinkomplex bezeichnet) im weiten Ausmass in
der Klinik zur Therapie von Krebs verwendet. Dieses Gemisch
hat sich als besonders erfolgreich bei der Therapie von schuppi-
gem Zellenkarzinom als Hauptziel, von Hautkrebs, Kopf- und
Nackenkrebs, des Gebiarmutterhalses, von Lungenkrebs und
von malignem Lymphom erwiesen.

Was die Nebenwirkungen anbelangt, so sind jedoch Fille
von Lungenfibrose und anderen unerwiinschten Zusténden be-
richtet worden. Von den Nebenwirkungen der Bleomycine ist
die am meisten gefiirchtete Nebenwirkung die Lungenfibrose.
Es ist sehr leicht vorstellbar, dass die karzinostatische Aktivitét
der Bleomycine in der Klinik wirksamer ausgeniitzt werden
konnte, wenn die obengenannte Nebenwirkung mehr oder we-
niger vermindert werden kénnte.

4

neuen Bleomycinverbindung. Die Erfindung betrifft insbeson-
dere 3-[(S)-1’-Phenylithylamino}-propylaminobleomycin mit
therapeutischer Wirksamkeit der Formel:
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Uber Jahre wurde daher die Synthese von verschiedenen

Bleomycinen untersucht. Bei verschiedenen Tieren wurden

45 Tests hinsichtlich der karzinostatischen Aktivitit und der Toxi-
zitat mit Einschluss der Lungenfibrose als Haupttestgesichts-
punkt durchgefiihrt. Als Ergebnis wurde gefunden, dass bei
3-[(S)-1'-Phenylithylamino]-propylaminobleomycin (nachste-
hend als «NK631» abgekiirzt, und zwar mit Einschluss sowohl

50 der Kupfer enthaltenden als auch der kupferfreien Formen),
niimlich einem neuen Bleomycin, das durch Umsetzung eines
reaktiven Derivats der Carboxylgruppe von Bleomycinsiure mit
N-[(S)-1’'-Phenylathyl]-1,3-diaminopropan erhalten wird, die
Nebenwirkung der Lungenfibrose ausgeprégt vermindert wird

s5und dass im Vergleich zu einem handelsiiblichen Bleomycin-
komplex und anderen bekannten Bleomycinen die karzinostati-
sche Aktivitét nicht verringert ist.

Die ausgezeichnete Bioaktivitét des erfindungsgeméssen
¢o Bleomycins der Formel I wird nachstehend anhand der Ver-
suchsbeispiele néher erldutert.

Die Bioaktivitidt von NK631 wurde hinsichtlich der folgen-
den vier Testgesichtspunkte untersucht, wobei ein Vergleich mit
einem handelsiiblichen Bleomycinkomplex und 3-[(R, S)-1"-

65 Phenylithylamino}-propylaminobleomycin-monosulfat (kup-
ferfreie Form) (nachstehend als «RS-Form» bezeichnet) durch-
gefiihrt wurde. Die RS-Form wurde durch ein Fermentations-
verfahren gemiss der US-PS 3 846 400 erhalten.
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1. Lungenfibrose Die Dosis wurde durch intraperitoneale Injektion einmal téglich
2. Antitumoraktivitdt tiber 10 aufeinanderfolgende Tage lang verabreicht. Nach der

3. antimikrobielle Aktivitét Verabreichung wurden die Mause 5 Wochen lang aufgezogen.
4, Toxizitdt. Nach der Beobachtung wurden die Méuse getttet und einer

1. Toxizitdt gegeniiber der Lunge von Méusen (Fibrose): 5 Autopsie unterworfen, um das Ausmass der Lungenfibrose zu

bestimmen. Das Auftreten und der Grad der Lungenfibrose bei
den Méusen, die das neue erfindungsgemésse Bleomycin, einen
Méuse vom ICR-Stamm (ménnlich, Alter 15 Wochen), 12 handelsiiblichen Bleomycinkomplex und die RS-Form erhalten
Stiick pro Gruppe, wurden bei diesem Test verwendet. Die Do~ hatten, wurden miteinander verglichen. Die erhaltenen Ergeb-
sis jeder pharmazeutischen Testzubereitung betrug 5 mg/kg. tonisse sind in Tabelle I zusammengestellt.

Tabelle I
Auftreten Grad
Anzahl der Méuse relativer Gesamtbewertung* der Lungen-  relativer
mit Lungenfibrose %  Wert fibrose/Gesamtzahl der Proben ~ Wert
NK631-Monosulfat 4/12 0,33) 0,36 6/36 0,17) 0,25
(kupferfreie Form)
RS-Form 7/12 (0,58) 0,63 12/36 (0,33) 0,49
Bleomycinkomplex 11/12 {0,92) 1,0 24/36 0,67) 1,0
Fussnote: *0 Punkte: keine Fibrose
1 Punkt: Ansammlung von Exudat in den Lungenbléschen und fibroseartige Verdnderungen
im Alveolar-Septum
2 Punkte: Fibrose in mehreren Bereichen
4 Punkte: gestreute Fibrose
6 Punkte: Fibrose in mehr als zwei Dritteln des Gesamtbereichs
Aus den oben angegebenen Ergebnissen wird ersichtlich, Tabelle I
dass im Vergleich zur RS-Form und zum Bleomycinkomplex die
auf NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) zurtickzufiihrende 35 Prozentuale Hemmung
Fibrose im Auftreten auf etwa '/2 bzw. /s und im Grad auf etwa
'/2bzw. /s vermindert worden war. Dies weist auf die Einsetz- = Dosis NK631- RS-Form Bleomycin-
barkeit von NK631-Monosulfat in der Klinik hin. mg/kgX 10 Monosulfat komplex
) A ‘ (Cu-frei)
. Antitumoraktivitit: 40
2-1. Wirkung auf kultivierte HeLa-S;-Zellen: g’; gg Zg gg
Die IDs,-Werte fiir jedes Bleomycin wurden aus der pro- 0’3 39 51 49
zentualen Wachstumshemmung in 72 h Kultivierung in Gegen- 0:1 24 51 24
wart von jedem Bleomycin errechnet. Der ID,-Wert fiir 0,03 19 13 21
NK631 wurde als 0,82 mcg/ml ermittelt. Dies steht einem Wert 45 0 0 0 0

von 1,70 meg/ml fiir den Bleomycinkomplex gegeniiber, was

darauf hinweist, dass NK631 das Zellwachstum zweimal so stark  IDso

hemmt wie der Bleomycinkomplex. Der IDs-Wert fiir die RS-~ mg/kg/Tag 0,35 0,31 0,49
Form wurde als 0,80 mcg/ml ermittelt, was darauf hinweist, dass

der Hemmeffekt mit demjenigen von NK631-Monosulfat (kup- 50 2-3. Karzinostatische Aktivitiit gegen Ascites Hepatoma

ferfreie Form) vergleichbar war. (Ascites-Typ) bei Ratten:
2-2. Karzinostatische Aktivitit beim Ehrlich-Krebs der Jeweils 1 X 105 AH66-Zellen wurden intraperitoneal in Rat-
Maus (fester Tumor): ten vom Donryu-Stamm transplantiert. Nach 24 h wurde die

Testzubereitung intraperitioneal einmal téglich iiber 10 aufein-
anderfolgende Tage lang verabreicht. Wéhrend einer Periode
von 30 Tagen nach der Transplantation wurde das Gewicht je-
der Ratte und die Anzahl der toten und iiberlebenden Tiere
bestimmt.

Jeweils 2 X 10° Zellen wurden subkutan in den Leibbereich 55
von Méusen vom ICR-Stamm (ménnlich, 6 Wochen alt) trans-
plantiert. Nach 24 h erhielt jede Maus Testzubereitungen in der
gleichen Weise, wie oben unter 1-2 beschrieben. Am 15. Tag
nach der subkutanen Transplantation wurden die Tumore von
jeder Maus herausgenommen und ihr Gewicht wurde mit dem- 4, Tabelle IIT
jenigen von Tumoren verglichen, welche sich in der Kontroli-

Relativer Wert der mittleren Uberlebenstage
gruppe, die keine Behandlung erfahren hatte, entwickelt hatten. cative T der mittere &

Auf diese Weise wurde die prozentuale Hemmung bestimmt. Dosis NK631- RS-Form Bleomycin-
. o . . mg/kgX 10 Monosulfat komplex
Wie aus Tabelle II ersichtlich wird, ist die karzinostatische 65 (Cu-frei)
Aktivitit von NK631-Monosulfat (kupferfrei) mit derjenigen
der RS-Form vergleichbar, und sie ist etwa 1,4-mal so hoch wie 3,12 296 298 241

diejenige des Bleomycinkomplexes. 1,56 269 257 257
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Tabelle IIT (Fortsetzung)
Relativer Wert der mittleren Uberlebenstage

Dosis NK631- RS-Form Bleomycin-

mg/kgXx10 Monosulfat komplex
(Cu-frei)

0,78 216 196 145

0,39 163 149 116

0,19 116 121 110

0 100 100 100

Wie aus Tabelle III ersichtlich wird, war die Aktivitidt von
NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) gegeniiber AH66-Asci-
tes Hepatoma mit derjenigen der RS-Form vergleichbar. Sie
war bei jeder Dosis derjenigen des Bleomycinkomplexe iiber-
legen. :

2-4, Hemmaktivitit gegen schwammiges Zellkarzinom bei
der Maus, das durch 20-Methylcholanthren induziert wird
(nachstehend als «20-MC» abgekiirzt):

Eine Acetonldsung von 20-MC wurde topisch auf den ra-
sierten Riicken von Méusen vom ddy-Stamm (ménnlich, 10
Wochen alt) zweimal pro Woche iiber einen Zeitraum von 18
Wochen aufgebracht. Nach 5 Wochen vom Beginn der 20-MC-
Behandlung wurde die Testzubereitung in einer Menge von
62,5 mcg/Maus intraperitoneal zweimal wochentlich und iiber
einen Zeitraum von 15 Wochen verabreicht. Innerhalb der er-
sten Woche nach Beendigung der Verabreichung der Testzube-
reitung wurde der Bereich; wo das 20-MC aufgebracht worden
war, pathologisch auf das Auftreten einer Karzinogenese unter-
sucht.

‘Wie aus Tabelle IV ersichtlich ist, sind NK631-Monosulfat
(kupferfreie Form) und die RS-Form geringfiigig wirksamer als
der Bleomycinkomplex bei der Hemmung der Karzinogenese,
die auf 20-MC zuriickzufiihren ist.

Tabelle IV
Mortalitt Auftreten einer prozentuale

Karzinogenese Hemmung
(%)

NK631-

Monosulfat

(kupferfrei) 1/12 5/11(45,4) 47,8

RS-Form 1/12 5/11 (45,4) 47,8

Bleomycin-

komplex  2/12 5/10(50,0) 42,5

Kontrolle 1/24 20/23 (86,9) 0

Aus den obigen Ergebnissen wird ersichtlich, dass NK631-
Monosulfat (kupferfreie Form) im Vergleich zu einem handels-
iiblichen Bleomycinkomplex eine ausgeprégt iiberlegene Anti-
tumoraktivitét besitzt.

3. Antimikrobielle Aktivitit:

Die antimikrobielle Aktivitdt wurde nach der Schalenme-
thode gegen Mycobacterium 607 und Bacillus subtilis PCI unter
Verwendung von Bleomycin A, als Standard (1000 U/mg) ge-
testet. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle V zusammen-
gestellt.

Tabelle V

M. 607 B. Sub.
NK631-Monosulfat
(Cu-frei) 7848 1550
RS-Form 7535 1400
Bleomycinkomplex 1234 886

‘Wie aus Tabelle V ersichtlich wird, zeigen das NK631-Mo-
nosulfat (kupferfreie Form) und die RS-Form eine weitaus bes-
sere antimikrobielle Aktivitat als der Bleomycinkomplex.

s 4. Toxizitit:
4-1. Akute Toxizitét bei intraperitonealen Weg (LDs) bei
Ratten:

Wie aus Tabelle VI hervorgent, ist der 1.Ds,-Wert von
NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) bei Ratten ungefahr
vergleichbar zu demjenigen des Bleomycinkomplexes und der
RS-Form.

Tabelle VI
15
LDy, Vertrauens-
mg/kg grenzen (Si-
gnifikanzwert
von 5%)
20
NK631- 155,0 133,6 bis 179,8
Monosulfat
(kupferfrei)
25 Ratte RS-Form 150,6 129,0 bis 170,6
Bleomycinkomplex 168,0 130,0 bis 217,0

4-2. Subakute und chronische Toxizit#t bei Ratten und
Hunden:

w
=]

NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) ist hinsichtlich der
subakuten und chronischen Toxizitét bei Ratten und Hunden
mit dem Bleomycinkomplex vergleichbar. Weiterhin sollte die
Tatsache speziell erwahnt werden, dass in allen Féllen, wo Hun-

45 den eine hohe Dosis des Bleomycinkomplexes (1,2 mg/kg, 90
Injektionen) injiziert wurde, eine Nekrose auftrat, dass dies je-
‘doch bei keinem der Fille erfolgte, wo den Hunden die gleiche
Dosis von NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) verabreicht
wurde. Die Toxizitdt von NK631-Monosulfat (kupferfreie

40 Form) gegeniiber der Lunge war ebenfalls niedriger als bei dem
Bleomycinkomplex.

Aus den obigen Ergebnissen ergibt sich, dass die Toxzitit
von NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) mit derjenigen des
45 Bleomycinkomplexes, ausgenommen der Toxizitét gegeniiber
der Lunge und der Nekrose vergleichbar ist.

5. Zusammenfassung:
Aus den oben angegebenen Testergebnissen kann die
30 Schlussfolgerung gezogen werden, dass NK631 eine neue Ver-
bindung ist, die die folgenden Eigenschaften hat:

(1) Eine extrem niedrige Toxizitét gegeniiber der Lunge;
55

(2) eine antimikrobielle und Antitumoraktivitit, die derje-
nigen des handelsiiblichen Bleomycinkomplexes iiberlegen ist;

(3) eine systemische Toxizitét, die mit derjenigen des han-
delsiiblichen Bleomycinkomplexes vergleichbar ist; und
60

(4) eine niedrige lokale Toxzitédt an der Injektionsstelle.

Es kann daher angenommen werden, dass NK631 tiir klini-
sche Zwecke geeignet ist.
65
Das neue erfindungsgemisse Bleomycin NK631 wird in der
Weise synthetisiert, dass man ein reaktives Derivat der
Carboxylgruppe der Bleomycinsdure der Formel:
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mit N-[(S)-1'-Phenyléthyl]-1,3-diaminopropan umsetzt. Die 35 1,3-diaminopropan ist eine neue Verbindung, die auf folgende
Verbindung kann man insbesondere dadurch herstellen, dass Weise zuerst synthetisiert worden ist.
man (1) Bleomycinséure mit N-[(S)-1'~Phenylithyl]-1,3-diami- Auf etwa 0 °C abgekiihltes Phenyldthylamin wird mit einer
nopropan in Gegenwart eines Aktivierungsmittels umsetzt oder  ungeféhr dquivalenten Menge von Acrylnitril vermischt. Das
(2) Bleomycinsiure-3-aminopropylester oder das N-monosub-  Gemisch wird 10 bis 24 h bei 80 bis 100 °C gehalten, um die
stituierte Derivat davon mit N-[(S)-1'-Phenylithyl]-1,3-diami- 40 Reaktion zu vervollstindigen. Uberschiissiges Acrylnitril wird
nopropan zur Umsetzung bringt. sodann bei vermindertem Druck abdestilliert und der Riick-
stand wird weiter destilliert, wodurch 3-[(S)-1'-Phenylithylami-
Nachstehend wird eine detaillierte Beschreibung dieser Ver-  no]-propionitril erhalten wird. Die auf diese Weise erhaltene
fahrensweisen gegeben. Verbindung wird in iiblicher Weise, beispielsweise in Gegen-
Die bei dem Verfahren (1) verwendete Bleomycinsdure ist 45 wart von Raney-Nickel, reduziert, wodurch das angestrebte
eine bekannte Verbindung, die durch enzymatische Spaltung N-[(S)-1'-Phenyldthyl]-1,3-diaminopropan (nachstehend als
von Bleomycin B, nach der Methode gemiss den US-PS «Aminoverbindung» bezeichnet) erhalten wird. In Tabelle VII
3843 448 und 3 846 400 erhalten wird. sind die physikalisch-chemischen Eigenschaften dieser Verbin-
Das andere Ausgangsmaterial, d.h. N-[(S)-1'-Phenyldthyll-  dung zusammengestellt.

50
Tabelle VII
Freie Base Dihydrochlorid
( 1) Aussehen farblose Fliissigkeit weisse nadelférmige Kristalle
bei Raumtemperatur

( 2) Schmelzpunkt
( 2} Siedepunki

( 4) Ultraviolettabsorptions-
Maxima (mp)

( 5) molekularer Extinktionskoef-
fizient, € (256 my)

95 bis 103 *C{2 mm Hg)

241,247, 252,257,263, 267
(Methanot)

223,5bis 224 °C

250,256,259, 266
(destilliertes Wasser)

206 (destilliertes Wasser)
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Tabelle VII

Freie Base Dihydrochlorid
i 25 .
( 6) spezifische Drehung[a] - —20,6°(c=1,
destilliertes Wasser)
D ZS —56,38° (unverdiinnt, 1=1) -
( 7) Rf-Wert bei der Diinnschicht-
chromatographie, n-Propanol/Py-
ridin/Essigsdure/Wasser
(15:10:3:12 V/V),
Avicel-SF 0,73 0,73
( 8) Rm-Wert bei der Hochspannungs-
elektrophorese, Ameisensiure/
Essigsdure/Wasser
(25:75:900 V/V),
Avicel-SF, 800 V, 10 min,
Rm-Wert von Alanin=1,0 1,52 ) 1,52
( 9) IR-Absorptionsspektrum, 700, 760, 820, 910, 1025, 1080, 690, 750, 820, 910, 980, 1020, 1065,
cmt, KBr 1130, 1200, 1305, 1350, 1370, 1075, 1150, 1205, 1385, 1460, 1500,
1450, 1495, 1605, 2850, 2940, 1515, 1590, 2500, 2850, 3000, 3500
3300, 3375
(1 0) Molekularformel Cl 1H13N2 C1 1H20N2C12
(Molekulargewicht) (178,28) (251,20)

Beispiele fiir geeignete Aktivierungsreagentien sind rende wissrige Losung wird sofort mit Salzsdure oder derglei-
6-Chlor-1-p-chlorbenzolsulfonyloxybenzotriazot (CCBT), chen auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt und auf eine chro-
N-Athyl-5-phenylisoxazolium-3'-sulfonat (NEPIS), N-tert.- matographische Siule aufgegeben, welche CM-Sephadex C-25
Butyl-5-methylisoxazoliumperchlorat, N-Athoxr carbonyl-2- 35 (vom NH,-Typ von Pharmacia Fine Chemicals), eingepackt in
ithoxy-1,2-dihydrochinolin, Di-p-nitrophenylsulfit, Tri-p-ni- eine wissrige Ammoniumchloridlosung, enthélt. Die nicht-um-
trophenylphosphit, p-Nitrophenyltrichloracetat, N-Hydroxy- gesetzte Bleomycinsdure luft durch die Siule, ohne adsorbiert

succinimid, Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), 1-Athyl-3-(3-di-  zu werden. Das auf dem Harz adsorbierte NK631 wird mit
methylaminopropyl)-carbodiimid, 1-Cyclohexyl-3-(2-morpho-  wissrigen Ammoniumchlorididsungen mit Konzentrationsgra-
linodthyl)-carbodiimid, Diphenylcarbodiimid, Di-p-toluylcar- 40 dienten, die stufenweise oder kontinuierlich von 0,05 M bis
bodiimid, Diisopropylcarbodiimid, p-Nitrophenol, Pentachlor- 1,0 M erhoht sind, eluiert. NK631 ist in den blaven Abstrom-
phenol und Benzylalkohol. fraktionen mit einer Ammoniumchloridkonzentration von etwa
Detaillierte Beschreibung des Verfahrens (1): 0,35 M bis 0,45 M enthalten, die eine Ultraviolettabsorption bei
Bleomycinsaure (Kupfer enthaltende Form) wird in Wasser, 292 my zeigen. Diese Fraktionen werden gesondert gesammelt
Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid oder einem Gemisch 45 und durch Amberite XAD-2 (R6hm & Haas Co.) oder Diaion
davon aufgeldst. Zu der Losung wird unter Riihren bei O bis HP40 (Mitsubishi Chemical Co.) geleitet. Das adsorbierte
30 °C eines der oben angegebenen Aktivierungsreagentien ge- NK631 wird mit Wasser gewaschen und eluiert, wodurch ein
geben. Die resultierende Losung wird auf einen fiir die Aktivie-  entsalzter Abstrom erhalten wird, aus dem ein reines blaues
rung geeigneten pH-Wert von 3 bis 10 durch Zugabe einer an- amorphes Pulver von NK631 (Kupfer enthaltende Form) erhal-
organischen Siure oder Base, wie Salzséure oder Natriumhy- 3% ten wird. Das Hydrochlorid und das Sulfat von NK631 werden
droxid, oder durch Zugabe einer organischen Sdure oder Base,  erhalten, indem man mit wissrigem Methanol eluiert, das Salz-

wie z.B. Trichloressigsdure oder N-Methylmorpholin, einge- ~ siure bzw. Schwefelsiure enthilt. Bei diesem Verfahren kann
stellt. Nach einer solchen Behandlung wird die Aktivierungder  nicht-umgesetzte Bleomycinséure leicht wiedergewonnen wer-
Carboxylgruppe der Bleomycinséure eingeleitet. Unmittelbar den. Die oben beschriebene Verfahrensstufe, bei der CM-Se-
oder innerhalb von 30 min nach der Behandlung wird die Aus- 5% phadex C-25 (Sephadex ist ein Warenzeichen fiir einen Kat-
gangslosung mit der Aminoverbindung (wie vorstehend defi- ionenaustauscher aus mikroskopisch kleinen Perlen eines
niert) so, wie sie ist, oder nach Einstellung des pH-Werts auf Carboxymethylgruppenderivats von Polysacchariddextran, von
etwa 7,0 vermischt. Das Gemisch wird sodann 1 bis 24 h bei 0 Pharmacia Fine Chemicals Inc., Schweden) verwendet wird, ist
bis 30 °C gehalten, um die Reaktion ablaufen zu lassen. Auf nur ein der Veranschaulichung dienendes Beispiel. Die Verfah-

diese Weise wird NK631 erhalten. Eine geeignete Verhéltnis- % rensweise kann bis zu einem gewissen Ausmass modifiziert wer-
menge des Aktivierungsreagenses oder der Aminoverbindung den, ohne dass die Ergebnisse wesentlich beeinflusst werden. So

ist 1 bis 10 Aquivalente fiir 1 Aquivalent der Bleomycinsaure. kann z.B. wissrige Natriumchlorid- oder wissrige Ammonium-
Um das NK631 aus dem Reaktionsgemisch zu isolieren, sulfatlosung als Eluierungsmittel verwendet werden.
werden zuerst die Bleomycinverbindungen durch Zugabe von 5 Die Entfernung des Kupfers aus dem oben erhaltenen Kup-

bis 10 Volumenteilen Aceton pro 1 Volumenteil des Reaktions- © fer enthaltenden NK631 kann nach bekannten Methoden ge-
gemisches erschopfend ausgefillt. Der Niederschlag wird durch  schehen. So kann beispielsweise das Kupfer in der Weise ent-
Filtration gesammelt, mit Aceton gewaschen und in der kleinst-  fernt werden, dass man eine Umsetzung mit Schwefelwasser-
mdglichen Menge destilliertem Wasser aufgeldst. Die resultie- stoff vornimmt, um das Kupfer in Kupfer(If)-sulfid umzuwan-
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deln, das ausgefillt wird. Das Kupfer kann auch zu nullwertigem  nem Gemisch davon aufldst und sodann langsam unter heftigem
Kupfer mit einem Reduktionsmittel reduziert werden (vgl. US-  Riihren zu der resultierenden Losung eine dquivalente Menge
PS 3 646 197). Man kann das Kupfer auch mit einem organi- oder einen geringen Uberschuss eines der bekannten Ami-
schen Losungsmittel extrahieren, das einen Chelatbildner, wie nogruppen schiitzenden Reagentien in Form eines Pulvers oder
z.B. Dithizon, enthilt (vgl. Umezawa et al., Journal of Antibio- s als Lsung in einem organischen Losungsmittel, wie Methanol,

tics, 19A, 210 (1960)). Schliesslich kann man beispielsweise gibt und indem man die Reaktion bei Raumtemperatur oder

auch ein nicht-ionoges makroretikuldres Austauscherharzver-  unter Eiskiihlung ablaufen ldsst, wobei man kontinuierlich den
wenden (vgl. US-PS 3 929 993). Nachstehend wird ein Beispiel =~ pH-Wert des Reaktionsgemisches bei 5,0 bis 7,5 durch Zugabe
fiir das Verfahren zur Entfernung des Kupfers angegeben. einer organischen Base, wie z.B. von Trimethylamin, Tridthyl-

NK631 (Kupfer enthaltende Form) wird in destilliertem 10 amin, Pyridin, 1,3-Diazabicyclo-{5,4,0]-7-undecen, 1,5-Diaza-
Wasser aufgelést und die Losung wird in eine Harzsdule gegos-  bicyclo-[3,4,0]-5-nonen 1,4-Diazabicyclo-{2,2,2]-octan oder
sen, die Amberlite XAD-2 (Warenzeichen fiir ein absorbieren- ~ N-Methylmorpholin, hilt. Typische solche N-monosubstitu-
des Harz aus Styrol-Divinylbenzol-Copolymerem von Rohm &  ierten Derivate sind das Monohydrochlorid des 3-Acetylamino-
Haas Co., USA) oder Diaion HP40 (Warenzeichen fiir ein ab- propylesters von Bleomycinsdure, des 3-Succinylaminopropyl-
sorbierendes Harz aus einem Styrol-Divinylbenzol-Copolyme- 15 esters der Bleomycinséure, das Monohydrochlorid des 3-Ben-
rem von Mitsubishi Chemical Co., Japan), gepackt in destillier-  zoylaminopropylesters von Bleomycinsiure, das Monohydro-
tem Wasser, enthélt, um das NK631 adsorbieren zu lassen. Die  chlorid des 3-Benzyloxycarbonylaminopropylesters von Bleo-
Sdule wird sodann mit einer 5%igen wissrigen Losung von mycinsédure, das Monohydrochlorid von 3-p-Toluolsulfonylami-
Athylendiamintetraessigsduredinatriumsalz (nachstehend als nopropylesters von Bleomycinséiure, das Monohydrochiorid des
«EDTA.Na,» bezeichnet) gewaschen, wodurch die Kupferio-  203-(2,4-Dinitrophenyl)-aminopropylesters der Bleomycinsiure,
nen durch die EDTA.Na,-Losung weggetragen werden. Kup- das Monohydrochlorid des 3-(3,5-Dimethyl-3-oxocyclohexen-
ferfreies NK631 bleibt auf dem Harz zuriick. Das Harz wird mit ~ 1-yl)-aminopropylesters der Bleomycinséure, das Monohydro-
einer wissrigen Losung eines Salzes, z.B. von Natriumchlorid, chlorid des 3-N-tert.-Butoxycarbonylpropylesters der Bleomy-
Natriumsulfat oder Natriumacetat, zur Entfernung von EDTA.  cinsdure und das Monohydrochlorid des 3-N-Salicylidenimino-
Na, und sodann mit destilliertem Wasser gewaschen. Schliess- 25 propylesters der Bleomycinséure (US-PS 3 886 133).
lich wird ein angesduertes Methanol/Wasser-Gemisch, bei- Beidem Verfahren (2) wird NK631 durch Umsetzung des
spielsweise ein Gemisch aus Methanol und 0,0025N-Salzsdure ~ 3-Aminopropylesters oder N-monosubstituierten 3-Aminopro-
(1:1 Volumenverhiltnis) durch die Sdule geleitet, um eine Sub-  pylesters der Bleomycinséure mit der Aminoverbindung gebil-
stanz zu eluieren, die eine Ultraviolettabsorption bei 290 my det. Wenn der N-monosubstituierte 3-Aminopropylester der
hat. Diese Fraktion wird gesammelt, konzentriert, auf einen 30 Bleomycinsdure als Ausgangsmaterial verwendet wird, dann
pH-Wert von 6,0 eingestellt und gefriergetrocknet, wodurchein  kann entweder ein reines Material oder ein Reaktionsgemisch,
hellgelblich weisses amorphes Pulver von NK631-Dihydrochlo-  das konzentriert sein kann, erhalten aus dem 3-Aminopropyl-
rid (kupferfreie Form) erhalten wird. ester der Bleomycinsdure und einem Aminogruppenschutzmit-

Als Siure zur Herstellung des angesiuerten Methanol/Was-  tel, verwendet werden.
ser-Gemisches konnen alle beliebigen Sduren verwendet wer- 35 Bevorzugte Losungsmittel, die bei der Umsetzung des

den, sofern sie pharmazeutisch annehmbar sind. Wenn bei- 3-Aminopropylesters oder des N-monosubstituierten 3-Ami-
spielsweise Schwefelsdure oder Essigsdure verwendet witd, nopropylesters der Bleomycinsiure mit der Aminoverbindung
dann wird ein Pulver von NK631-Monosulfat oder dem Diessig-  verwendet werden, sind Wasser und organische Lgsungsmittel,
séuresalz (kupferfreie Form) erhalten. wie z.B. Methanol, Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid.
Das erfindungsgemasse NK631 kann in {iblicher Weisein 40 Das Reaktionsgemisch wird 1 bis 72 h lang bei 0 bis 80 °C bei
andere nicht-toxische Salze, beispielsweise in das Suifat- und neutralen oder alkalischen Bedingungen stehen gelassen, damit

Essigsduresalz, umgewandelt werden. Diese Salze kdnnen auch  die Aminolysereaktion ablaufen kann. Auf diese Weise wird
in der Weise erhalten werden, dass man in entsprechender Wei-  NK631 gebildet. Bei den Bedingungen eines hheren pH-Werts
se die beim Eluieren verwendete Sdure verdndert. ist eine verldngerte Reaktionszeit bei verhaltnismassig niedrigen
Da bei dem Verfahren (1) sich die Aminoverbindung mit 45 Temperaturen zweckmissig, wihrend bei den Bedingungen ei-
der aktivierten Carboxylgruppe der Bleomycinsdure aufgrund nes niedrigeren pH-Wertes eine kiirzere Reaktionszeit bei ho-
des Vorhandenseins eines Aktivierungsreagenses, das bei der heren Temperaturen bevorzugt wird. Die geeignete Verhéltnis-
Polypeptidsynthese verwendet wird, umsetzt, schreitet die Kon-  menge der Aminoverbindung in dem Reaktionsgemisch ist 1 bis
densationsreaktion glatt und unter extrem milden Bedingungen 10 Aquivalente pro 1 Aquivalent des 3-Aminopropylesters der
voran. Es setzt sich daher nur die primire Aminogruppe der 50 Bleomycinsdure oder des N-monosubstituierten Derivats

Aminoverbindung mit der aktivierten Carboxylgruppe um, davon.

wihrend die sekundére Iminogruppe an der Reaktion nicht teil- Zur Isolierung des NK631 aus dem Reaktionsgemisch wer-

nimmt, wodurch bevorzugt NK631 erhalten wird. Dies stellt den zuerst die Bleomycinkomponenten durch Zugabe von 2- bis

einen erheblichen Vorteil des Verfahrens (1) dar. 5-fachen Volumenmenge Aceton zu dem Reaktionsgemisch er-
Detaillierte Beschreibung des Verfahrens (2): 55 schopfend ausgeféllt. Der Niederschlag wird durch Filtration
Der beim Verfahren (2) verwendete 3-Aminopropylester gesammelt, griindlich mit Aceton gewaschen und sodann in der

der Bleomycinsiure wird leicht in Form des Dihydrochlorids geringstmoglichen Menge von destilliertem Wasser aufgelost.

(Kupfer enthaltende Form) erhalten, indem man thermisch Die resultierende wissrige Losung wird rasch auf einen pH-

Bleomycin A, unter Bildung von 3-(Methylmercapto)-propyl- ~ Wert von 6,0 durch Zugabe von Salzsidure oder dergleichen
aminobleomycin zersetzt und das resultierende Bleomycin mit 60 eingestellt und in eine chromatographische Sdule aus CM-Se-
einem Halogennitril, einer Halogenessigssure, einem Halogen-  phadex C-25 (vom NH,*-Typ von Pharmacia Fine Chemicals),
acetatester oder einem Halogenacetamid in einer sauren Losung  das in eine 0,05 M-wissrige Ammoniumchloridldsung einge-
umsetzt (US-PS 3 886 133). packt ist, eingegossen, damit die Bleomycinkomponenten auf
Das N-monosubstituierte Derivat des 3-Aminopropylesters ~ dem Harz adsorbiert werden kénnen. Durch Durchlaufenlassen
der Bleomycinséure, bei dem die Aminogruppe geschiitz¢ist, ¢ durch die Saule einer wéssrigen Ammoniumchloridldsung, de-
wird in hoher Ausbeute erhalten, indem man das Dihydrochlo-  ren Konzentration stufenweise oder kontinuierlich von 0,05 M
rid des 3-Aminopropylesters von Bleomycinséure in Wasser auf 1,0 M erhoht wird, werden der nicht-umgesetzte 3-Ami-
oder einem organischen Lisungsmittel, wie Methanol, oderei-  nopropylester der Bleomycinséure oder ein N-monosubstitu-
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iertes Derivat davon und NK631 eluiert, die blane Binder (UV-
Absorption bei 292 my) in dem Abstrom bei Ammoniumchlo-
ridkonzentrationen von 0,15 bis 0,20 M bzw. 0,35 bis 0,45 M
bilden. Diese Fraktionen werden gesondert gesammelt und
durch Adsorption auf Amberlite XAD-2 oder Diaion HP40,
Waschen mit Wasser und Elution entsalzt, wodurch ein blaues
amorphes Pulver von NK631 (Kupfer enthaltende Form) erhal-
ten wird. Das Hydrochlorid und das Sulfat werden erhalten,
wenn man Methanol/Wasser-Gemische, die mit Salzsiure bzw.
Schwefelsdure angesduert worden sind, als Elutionsmittel ver-
wendet. Der nichtumgesetzte 3-Aminopropylester der Bleomy-
cinséure oder ein N-monosubstituiertes Derivat davon konnen
in geeigneter Weise gewonnen werden. Die oben beschriebene
Verfahrensstufe, bei der CM-Sephadex C-25 verwendet wird,

10

nungsmethoden umgewandelt werden, wie sie oben im Zusam-

menhang mit der Verfahrensweise (1) beschrieben wurden. Er-

forderlichenfalls ist es moglich, die Verbindung in ein anderes

nicht-toxisches Salz, beispielsweise das Hydrochlorid, Sulfat
5oder Essigsduresalz, umzuwandeln.

In den Tabellen VIII und IX sind die hauptsichlichen physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften von NK631 zusammenge-
stellt.

Die Strukturformel I von NK631 wurde auf folgende Weise

10bestitigt: NK631-Monosulfat (kupferfreie Form) wurde in
schwerem Wasser aufgel6st. '*C-NMR wurde nach der Proto-
nengerdusch-Entkupplungsmethode gemessen, wobei Dioxan
als innerer Standard verwendet wurde. Signale, die auf insge-
samt 11 *C-Atome, die in der Aminoverbindung in der Seiten-

ist ein typisches, der Veranschaulichung dienendes Beispiel. Sie 15 kette und der 3-[(S)-1 '-Phenylithylamino]-propylamino-Grup-

kann bis zu einem gewissen Ausmass modifiziert werden, ohne
dass die Ergebnisse praktisch verdndert werden. So kann z.B.
als Eluierungsmittel wéssrige Natriumchlorid- oder wissrige
Ammoniumsulfatlosung verwendet werden.

Das nach dem Verfahren (2) erhaltene NK631 kann in die
kupferfreie Form durch Anwendung bekannter Kupferentfer-

pierung enthalten waren, zuriickzufiihren sind, wurden bei 19,4,
26,3, 37,0, 43,5, 58,9, 128,3 (zwei Signale), 130,0 (zwei Signa-
le) und 136,3 ppm festgestellt. Auf andere Kohlenstoffatome
zurlickzufiihrende Signale entsprachen alle den Signalen, die

20 der Bleomycinfamilie gemeinsam waren [Naganawa et al., Jour-

nal of Antibiotics, 30, 388 (1977)].

Tabelle VIIT
Physikalisch-chemische Eigenschaften von NK631 (Kupfer enthaltende Form)
Dihydrochlorid Monosulfat
(1) Aussehen blaues amorphes Pulver blaues amorphes Pulver
(2)Loslichkeit 16slich in Wasser, Methanol, gleiche Loslichkeit wie im Falle

Dimethylsulfoxid, Dimethyl-

des Dihydrochlorids

formamid; geringfiigig 16s-
lich in Dioxan; unléslich
in Athanol, Aceton, Ather,

Benzol.
(3)Schmelzpunkt (Zers.), °C 205 bis 207
(4)spezifische Drehung
(destilliertes Wasser,
C=1,0)[o] 42356 —95,6°

(5)Diinnschichtchromatographie®
R-Wert

@)0,72 (b)0,75

(6)Elektrophorese?
Rm-Wert (Alanin=1)

0,80

205 bis 207

—93,7°

(a)0,72 (b)0,75

0,80

1(a) Silica Gel G (Warenzeichen fiir ¢in Adsorptionsmittel fiir die Diinnschichtchromatographie aus Silicagel, hergestellt von Merck
Inc., USA); Methanol/10% Ammoniumacetat/10% Ammoniak (10:9:1 V/V)
(b) Avicel SF (Warenzeichen fiir ein Adsorptionsmittel fiir die Diinnschichtchromatographie aus kristalliner Cellulose, hergestellt
von FMC Corporation, USA); n-Propanol/Pyridin/Essigsdure/Wasser (15:10:3:12).

2)

Tabelle IX

Avicel SF; Ameisensiure/Essigsdure/Wasser (25:75:900 V/V); 800 V; 15 min.

Physikalisch-chemische Eigenschaften von NK631 (kupferfreie Form)

Dihydrochlorid

(1) Aussehen hell-gelblich weis-

ses amorphes Pulver

(2) Loslichkeit

Monosulfat

hell-gelblich weis-
ses amorphes Pulver

Di-(essigsdure)-salz

hell-gelblich weis-
ses amorphes Pulver

16slich in Wasser, Methanol, Essigsdure, DMSO, DMF; geringfiigig

16slich in Dioxan; unléslich in Athanol, Aceton, Ather, Benzol.
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Tabelle 1X (Fortsetzung)
Physikalisch-chemische Eigenschaften von NK631 (kupferfreie Form)

Dihydrochlorid Monosulfat Di-(essigsdure)-salz

(3) Schmelzpunkt (Zers.), °C 195 bis 197 196 bis 198 188 bis 190
(4) spezifische Drehung

(destilliertes Wasser,

25

c=1,0){a] 43¢ ° —2,1° -2,0° —-2,0°
(5) Diinnschichtchromato- (a) 0,56 (b) 0,70 (2) 0,56 (b) 0,70 (a) 0,56 (b) 0,70

graphie’R-Wert ’
(6) Elektrophorese? 0,94 0,94 0,94

R,,-Wert (Alanin = 1,0)
D(a) Silica Gel G; Methanol/10% Ammoniumacetat/10% Ammoniak (10:9:1 V/V)

(b) Avicel SF; n-Propanol/Pyridin/Essigsdure/Wasser (15:10:3:12)
3 Avicel SF; Ameisensiure/Essigsdure/Wasser (25:75:900 V/V); 800 V; 15 min

In den beigefiigten Zeichnungen zeigen die Figuren 1und2  chloridkonzentration von etwa 0,45 M festgestellt. Beide Frak-

die Ultraviolettabsorptionskurven des erfindungsgemaéssen % tionen, die eine UV-Absorption bei 292 my zeigten, wurden
Bleomycins NK631 und die Figuren 3 und 4 zeigen die Infrarot-  gesondert gesammelt. Die das NK631 enthaltende Fraktion
absorptionskurven von NK631. wurde in eine Harzsdule gegossen, die 2,6 | Amberlite XAD-2
Die Figur 1 zeigt somit die Ultraviolettabsorptionskurve von  enthielt. Die Séule wurde sodann griindlich mit Wasser gewa-
3-[(S)-1'-Phenylithylamino]-propylaminobleomycin-dihy- schen und mit 0,0 1N-Salzsiure in Methanol/Wasser (4:1 V/V)

drochlorid (Kupfer enthaltende Form). Die Figur 2 zeigt die 30 eluiert. Insgesamt 2,5 1 der blauen Fraktion, die eine UV-Ab-
Ultraviolettabsorptionskurve von 3-[(S)-1'-Phenyldthylamino]-  sorption bei 292 my zeigte, wurden gesammelt. Nach Ab-

propylaminobleomycin-monosulfat (kupferfrei Form). Die Fi- dampfen des Methanols aus der eluierten Fraktion wurde das
gur 3 zeigt die Infrarotabsorptionskurve von 3-[(S)-1'-Phenyl- ~ Konzentrat mit Dowex 44 (OH~-Typ) (Warenzeichen fiir ein
dthylamino}-propylaminobleomycin-dihydrochlorid (Kupfer Anionenaustauscherharz, bestehend aus einem Copolymeren

enthaltende Form), gemessen in Form einer Kaliumbromidta-  ** von Epichlorhydrin und Ammoniak, hergestellt von Dow Che-
blette, und die Figur 4 zeigt die Infrarotabsorptionskurve von mical Co., USA) auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Das
3-[(S)-1’-Phenylédthylamino]-prop laminobleomycin (kupfer- Filtrat wurde gefriergetrocknet, wodurch 16,1 g (Ausbeute
freie Form), gemessen in Form einer Kaliumbromidtablette. 92%) NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in
Die Erfindung wird in den Beispielen erldutert. Form eines blauen amorphen Pulvers erhalten wurden.
40 Durch eine shnliche Behandlung wurden 280 mg nicht-um-
gesetzte Bleomycinsaure (Kupfer enthaltende Form) gewonnen.

Beispiel 1 Die Ultraviolettabsorptionsmaxima und die antimikrobielle

Synthese des Dihydrochlorids (Kupfer enthaltende Form) Aktivitit des NK631-Dihydrochlorids (Kupfer enthaltende
und des Monosulfats (kupferfreie Form) von NK 631: Form) sind nachfo]gend angegeben,

Stufe A: In 400 ml Dimethylformamid wurden 15,0 g Bleo- 45
mycinsiure (Kupfer enthaltende Form) gelost. Zu dieser Lo- UV-Absorptionsmaxima: 1%
sung wurden, wéhrend sie durch Kiihlen bei 0 °C gehalten wur- 1y, (E 1 © , destilliertes
de, 1,1 ml N-Methylmorpholin und 10,3 g CCBT gegeben. Das . Wasser)
Gemisch wurde 5 min bei 0 °C geriihrt und sodann wurden 5,3 g 242 (151)
der Aminoverbindung zugemischt. Es wurde 1 h lang weiter 50292 (121)
geriihrt. Nachdem die Umsetzung durch Zugabe von 200 ml Antimikrobielle Aktivitdt: 8100 u/mg
einer 25 %igen wissrigen Essigsdurelosung beendigt worden
war, wurde das Reaktionsgemisch mit 5 I kalten Acetons ver- (Fussnote: Die antimikrobielle Aktivitdt wurde unter Verwen-
mischt, um das Reaktionsprodukt zur Ausféllung zu bringen. dung von Mycobacterium smegmatis ATCC 607 als Testorga-
Der Niederschlag wurde durch Filtration gesammelt, mit Ace- 55 nismus bestimmt. Die Aktivitit von Bleomycin A, (kupferfreie
ton gewaschen und in 500 ml destilliertem Wasser aufgelost. Form) wurde als 1000 u/mg angesetzt. Das Gleiche gilt fiir die
Die resultierende wiéssrige Lsung wurde sofort auf einen pH- spiteren Ausfithrungen).
Wert von 6,0 eingestellt und in eine S#ule gegossen, die 2 1 CM- Stufe B: In 200 ml destilliertem Wasser wurden 10,0 g

Sephadex C-25 (vom NH,*-Typ), gepackt in eine 0,05 M-wiss- NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) aufgeldst.
rige AmmoniumchloridlGsung, enthielt, um die Bleomycine zu %0 Die Losung wurde in eine Séule gegossen, die 600 mi Amberlite

adsorbieren. XAD-2, gepackt in destilliertes Wasser, enthielt. Die S&ule wur-
Mit einer wissrigen Ammoniumchloridldsung wurde die de sodann nacheinander mit 2 1 einer wissrigen Losung, die 5%
Elution durchgefiihrt, indem durch die Sdule 20 1des Elutions- ~ EDTA Na, enthielt, 2,5 1 einer 5%igen wissrigen Natriumsul-
mittels durchgeleitet wurden, bei dem die Konzentration von fatlosung und 630 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die Sédu-
Ammoniumchlorid kontinuierlich von 0,05 auf 1,0 Merhdht 5 le wurde sodann mit 0,0025N-Schwefelsdure in einem Metha-
wurde. Die nichi-umgesetzte Bleomycinsiure wurde in dem nol/Wasser-Gemisch (1:1 V/V) eluiert. Insgesamt 900 mi Frak-

Abstrom bei einer Ammoniumchloridkonzentration von etwa tionen, die eine Substanz enthielten, welche eine UV-Absorp-
0,05 M festgestellt. Das NK631 wurde bei einer Ammonium- tion bei 290 my zeigte, wurden gesammelt. Nach dem Abde-
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stillieren des Methanols wurde die zuriickgeblicbene Fliissigkeit
mit Dowex 44 (OH™-Typ) auf einen pH-Wert von 6,0 einge-
stellt und gefriergetrocknet, wodurch 9,3 g (Ausbeute 95%)
von NK631-Monosulfat (kupferfrei Form) in Form eines hell-
gelblich weissen amorphen Pulvers erhalten wurden. Dieses
Produkt zeigte ein UV-Absorptionsmaximum und eine antimi-
krobielle Aktivitét wie folgt:

UV-Absorptionsmaximum:

1%

E { em 0,1N-HCI)

mp

290
Antimikrobielle Aktivitét: 7865 u/mg

(106)

Beispiel 2

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form): , '

In 40 ml destilliertem Wasser wurden 1,5 g Bleomycinsdure
(Kupfer enthaltende Form) aufgeldst. Zu der geriihrten Losung
wurden bei 26 °C 800 mg NEPIS gegeben, wobei der pH-Wert
des Reaktionsgemisches durch Zugabe einer 0,1N-wissrigen
Natriumhydroxidlésung bei 4,8 bis 5,5 gehalten wurde. Nach 30
min wurde zu dem Gemisch eine Losung gegeben, die in der
Weise hergestellt worden war, dass 1,8 g der Aminoverbindung
in 20 m] destilliertem Wasser aufgelost wurden und mit Salzséu-
re auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt wurde. Das Gemisch
wurde 26 h bei 26 °C stehen gelassen. Zu dem Reaktionsge-
misch wurden sodann unter Rithren 600 ml kaltes Aceton gege-
ben, um die Bleomycinkomponenten auszuféllen. Der Nieder-
schlag wurde durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewa-
schen, sodann in 30 ml destilliertem Wasser aufgel6st und sofort
mit 0,1N-Salzsiure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die
resultierende wissrige Losung wurde nach der Verfahrensweise
der Stufe A des Beispiels 1 gereinigt, wodurch 932 mg (Ausbeu-
te 53%) NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in
Form eines blauen amorphen Pulvers mit einer antimikrobiellen
Aktivitit von 8073 u/mg erhalten wurden.

Beispiel 3

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form):

In 40 ml Dimethylsulfoxid wurden 1,5 g Bleomycinséure
(Kupfer enthaltende Form) aufgelSst. Zu der gertthrten Losung
von 30 °C wurden 740 mg N-Athoxycarbonyl-2-ithoxy-1,2-di-
hydrochinolin und 0,1 ml N-Methylmorpholin gegeben. Zu dem
Gemisch, das 30 min geriihrt worden war, wurden unter Rithren
530 mg der Aminoverbindung gegeben und das Gemisch wurde
3 h lang bei 30 °C stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wur-
de sodann unter Riihren mit 600 ml kaltem Aceton versetzt, um
die Bleomycinkomponenten auszufillen. Der Niederschlag wur-
de durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewaschen, sodann
in 30 mi destilliertem Wasser aufgeldst und sofort mit 0,1N-
Salzsdure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die resultie-
rende wissrige Lsung wurde in dhnlicher Weise wie in Stufe A
des Beispiels 1 behandelt, wodurch 809 mg (Ausbeute 46 %)
NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in Form ei-
nes blauen amorphen Pulvers erhalten wurden, das eine antimi-
krobielle Aktivitit von 8028 u/mg zeigte.

Beispiel 4

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form):

In 40 ml destilliertem Wasser wurden 1,5 g Bleomycinséure
(Kupfer enthaltende Form) aufgeldst. Nach Zugabe von 1,2 g
1-Athyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid
von 27 °C wurde das Gemisch mit 0,1N-Salzsiure auf einen pH-
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Wert von 4,5 eingestellt. Nach Zugabe von 530 mg der Ami-
noverbindung wurde das Gemisch erneut mit 1N-Salzsiure auf
einen pH-Wert von 5,0 eingestellt und 20 h lang bei 27 °C ste-
hen gelassen. Zu dem Reakiionsgemisch wurden unter Rithren
2400 ml kaltes Aceton gegeben, um die Bleomycinkomponenten
auszufillen. Der Niederschlag wurde durch Filtration gesam-
melt, mit Aceton gewaschen, sodann in 30 ml destilliertem Was-
ser aufgeldst und sofort mit 0,1N-Natriumhydroxididsung auf
einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die resultierende wissrige

1Losung wurde nach der Arbeitsweise der Stufe A des Beispiels 1
gereinigt, wodurch 440 mg (Ausbeute 25 %) NK631-Dihy-
drochiorid (Kupfer enthaltende Form) in Form eines blauen
amorphen Pulvers erhalten wurden, das eine antimikrobielle
Aktivitit von 7985 u/mg hatte.

15

Beispiel 5
Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form):
In 16 ml Methanol wurden 9,0 g Bleomycinséure-3-N-ben-
20zoylaminopropylester-monohydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form) aufgeldst. Unter Kiihlen auf 0 °C wurde die Losung mit
9,16 g der Aminoverbindung versetzt. Nach weiterem 40-stiin-
digen Riihren bei 0 °C wurde kaltes Aceton zu dem Reaktions-
gemisch gegeben, um die Reaktionsprodukte auszufillen. Der
25Niederschiag wurde durch Filtration gesammelt, mit Aceton ge-
waschen und in 300 ml destilliertem Wasser aufgel6st. Die Lo-
sung wurde sofort mit 0,1N-Salzséure auf einen pH-Wert von
6,0 eingestellt und in eine Saule gegossen, die 1 1 CM-Sephadex
C-25 (NH,*-Typ), gepackt in 0,05M-wissrige Ammonium-

30 chloridlésung, enthielt, um die Bleomycine adsorbieren zu las-
sen. Unter Verwendung von wissriger Ammoniumchloridl-
sung als Elutionsmittel wurde die Elution durchgefiihrt, wobei
durch die Saule 10 | eines Elutionsmittels geleitet wurden, bei
dem die Konzentration von Ammoniumchlorid kontinuierlich

35yon 0,05 auf 1,0M erhoht wurde. Der nicht-umgesetzte 3-N-
Benzoylaminopropylester der Bleomycinsdure wurde in dem
Abstrom bei einer Ammoniumchloridkonzentration von etwa
0,2M festgestellt. Das NK631 wurde bei einer Ammoniumchlo-
ridkonzentration von etwa 0,45M festgestellt. Beide Fraktio-

40 pen, die eine UV-Absorption bei 272 my zeigten, wurden ge-
sondert gesammelt. Die NK631 enthaltende Fraktion wurde in
eine Harzsiule gegossen, die 1,3 | Amberlite XAD-2 enthielt.
Die Siule wurde sodann griindlich mit Wasser gewaschen und
mit 0,01N-Salzsiure in einem Methanol/Wasser-Gemisch (4:1

45V/V) eluiert. Insgesamt 2,5 1 der blauen Fraktion, die eine UV-
Absorption bei 292 my zeigte, wurden gesammelt. Nachdem
das Methanol abdestilliert worden war und der pH-Wert mit
Dowex 44 (OH--Typ) auf 6,0 eingestellt worden war, wurde die
Fraktion gefriergetrocknet, wodurch 8,2 g (Ausbeute 90%)

50NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in Form ei-
nes blauen amorphen Pulvers erhalten wurden, das eine antimi-
krobielle Aktivitit von 8030 u/mg hatte.
Durch eine dhnliche Behandlung wurden 910 mg nicht-um-
gesetztes Bleomycinsdure-3-N-benzoylaminopropylester-mo-
55 nohydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) gewonnen.

Beispiel 6

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form):

In 3 ml Methanol wurden 950 mg Bleomycinséure-3-N-p-
toluolsulfonylaminopropylester-monohydrochlorid (Kupfer
enthaltende Form) aufgeldst. Zu der Losung wurden unter Riih-
ren bei 0 °C 980 mg der Aminoverbindung gegeben und das
Gemisch wurde 48 h bei 0 °C geriihrt. Zu dem Reaktionsge-
65misch wurden unter Riihren 15 ml kaltes Aceton gegeben, um

die Bleomycinkomponenten auszufillen. Der Niederschlag wur-
de durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewaschen, sodann
in 30 ml destilliertem Wasser aufgelost und sofort mit 0,1N-
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Salzséure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die resultie-
rende Losung wurde nach der Verfahrensweise der Stufe A des
Beispiel 5 gereinigt, wodurch 833 mg (Ausbeute 85%) NK631-
Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in Form eines blau-
en amorphen Pulvers erhalten wurden, das eine antimikrobielle
Aktivitdt von 8010 u/mg hatte.

Beispiel 7

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form):

In 5 ml Dimethylformamid wurden 850 mg Bleomycinséu-
re-3-acetylaminopropylester-monohydrochlorid (Kupfer ent-
haltende Form) aufgeldst. Zu der Losung wurden unter Riihren
bei 0 °C 950 mg der Aminoverbindung gegeben und das Ge-
misch wurde 45 h bei 0 °C geriihrt. Zu dem Reaktionsgemisch
wurden unter Rithren 20 mi kaltes Aceton zugesetzt, um die
Bleomycinkomponenten auszufillen. Der Niederschlag wurde
durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewaschen, sodann in
30 ml destilliertem Wasser aufgelést und sofort mit 0,1N-Salz-
séure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die resultierende
Losung wurde in der gleichen Weise wie in Stufe A des Beispiels
5 behandelt, wodurch 570 mg (Ausbeute 63 %) NK631-Dihy-
drochlorid (Kupfer enthaltende Form) in Form eines blauen
amorphen Pulvers mit einer antimikrobiellen Aktivitit von
8010 u/mg erhalten wurden.

Beispiel 8

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form):

In 3 ml Dimethylsulfoxid wurden 900 mg Bleomycinsiure-
3-N-(2,4-dinitrophenyl)-aminopropylester-monohydrochlorid
(Kupfer enthaltende Form) aufgeldst. Zu der Losung wurden
unter Rithren bei 0 °C 793 mg der Aminoverbindung gegeben
und das Gemisch wurde 24 h bei 0 °C geriihrt. Das Reaktions-
gemisch wurde unter Riihren mit 15 ml kaltes Aceton versetzt,
um die Bleomycinkomponenten auszufillen. Der Niederschlag
wurde durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewaschen, so-
dann in 30 ml destilliertem Wasser aufgeldst und sofort mit
0,1N-Salzsiure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die re-
sultierende wissrige Losung wurde nach der Verfahrensweise

der Stufe A des Beispiels 5 gereinigt, wodurch 690 mg (Ausbeu-

te 78 %) NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in
Form eines blauen amorphen Pulvers mit einer antimikrobiellen
Aktivitdt von 8010 u/mg erhalten wurden.

Beispiel 9

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
Form) und des kupferfreien Dihydrochlorids:

In 10 ml Methanol wurden 1,0 g Bleomycinsédure-3-ami-
nopropylester-dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) auf-
geldst. Die heftig gerithrte Losung wurde tropfenweise mit
104 mg Benzoylchlorid im Verlauf von 30 min versetzt, wobei
der pH-Wert der Losung durch Zugabe von 1,4-Diazabicyclo-
[2,2,2]-octan bei 6,5 bis 7,5 gehalten wurde. Nach weiterem 30-
miniitigen Riihren wurde das Reaktionsgemisch auf 2 ml kon-
zentriert. Zu dem konzentrierten Material, das auf 0 °C abge-
kiihlt war, wurden unter Riihren 1,1 g der Aminoverbindung
gegeben und das Gemisch wurde 72 h bei 0 °C geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde unter Riihren mit 6 mi kaltes Aceton
versetzt, um die Bleomycinkomponenten auszufillen. Der Nie-
derschlag wurde durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewa-
schen, sodann in 30 ml destilliertem Wasser aufgeldst und sofort
mit 0,1-Salzséure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die
resultierende wéssrige Losung wurde in eine Siule gegossen, die
100 ml CM-Sephadex (NH,*-Typ), gepackt in eine 0,05M-
wissrige Ammoniumchloridisung, enthielt, um die Bleomycin-
komponenten adsorbieren zu lassen. Das adsorbierte Material
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wurde in &hnlicher Weise wie in Stufe A des Beispiel 5 behan-

delt, wodurch 779 mg (Ausbeute 73 %) NK631-Dihydrochlorid

(Kupfer enthaltende Form) in Form eines blauen amorphen

Pulvers mit einer antimikrobiellen Aktivitit von 8000 u/mg er-
shalten wurden.

Zusitzlich wurden 240 mg nicht-umgesetztes Bleomycin-
sdure-3-N-benzoylaminopropylester-monohydrochlorid (Kup-
fer enthaltende Form) wiedergewonnen.

Stufe B: In 20 ml destilliertem Wasser wurden 700 mg

10NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form), erhalten in
Stufe A oben, aufgel6st. Die Losung wurde in eine Séule gegos-
sen, die 65 ml Diaion HP-40, gepackt in destilliertes Wasser
enthielt, um die Bleomycinkomponenten adsorbieren zu lassen.
Die Saule wurde sodann mit 200 ml einer wéssrigen Losung, die
155 % EDTA Na, enthielt, sodann mit 250 ml einer 5 %igen wiss-
rigen Natriumchloridlsung und schliesslich mit 100 mi destil-
liertem Wasser gewaschen. Die Séule wurde sodann mit einem
Gemisch aus Methanol und 0,0025N-wissriger Salzséure (1:1
V/V) eluiert. 98 ml einer Fraktion mit einer Ultraviolettabsorp-
20tion bei 290 mp wurden gesammelt. Nach dem Abdestillieren
des Methanols bei vermindertem Druck wurde die zuriickge-
bliebene Fliissigkeit mit Dowex 44 (OH-Typ) auf einen pH-
Wert von 6,0 eingestellt und gefriergetrocknet, wodurch 658 mg
(Ausbeute 98 %) NK631-Dihydrochlorid (kupferfreie Form) in
25 Form eines hell-gelblich weissen amorphen Pulvers mit einer
antimikrobiellen Aktivitit von 7834 u/mg erhalten wurden.

Beispiel 10

Synthese von NK631-Monosulfat (Kupfer enthaltende
Form) und des Diessigsduresalzes (kupferfreie Form):

Stufe A: In 10 ml Methanol wurden 1,0 g Bleomycinséure-
3-aminopropylester-dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form)
aufgeldst. Die heftig geriihrte Losung wurde bei Raumtempera-
35 tur tropfenweise mit 104 mg Benzoylchlorid im Verlauf von

30 min versetzt, wihrend der pH-Wert der Lésung durch Zuga-
be von N-Methylmorpholin bei 5,0 bis 7,5 gehalten wurde.
Nach weiterem 30-miniitigen Rithren wurde das Reaktionsge-
misch mit 50 ml Aceton versetzt, um die Bleomycinkomponen-

“0 ten auszufillen. Der Niederschlag wurde durch Filtration ge-
sammelt, mit Aceton gewaschen und erneut in 3 ml Methanol
aufgeldst. Zu der Methanolldsung wurden unter Kiihlen auf
0 °C und Riihren 597 mg Aminoverbindung gegeben und das
Gemisch wurde 42 h bei 0 °C geriihrt. Zu dem Reaktionsge-

45 misch wurden unter Rithren 10 ml kaltes Aceton gegeben, um
das Reaktionsprodukt zur Ausfallung zu bringen. Der Nieder-
schlag wurde durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewa-
schen, sodann in 30 ml destilliertem Wasser aufgeldst und sofort
mit 0,1N-Salzséure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die

50 wassrige Losung wurde mit CM-Sephadex in shnlicher Weise
wie in Stufe A des Beispiel 5 behandelt. Die Fraktion, die die
Reaktionsprodukte enthielt, wurde in eine Siule gegossen, die
65 ml Diaion HP-40 gepackt in destilliertes Wasser, enthielt,
um die Bleomycinkomponenten auf dem Harz adsorbieren zu

5 lassen. Nach dem Waschen mit Wasser wurde die adsorbierte
Phase mit einem Gemisch aus Methanol und 0,01 N-wissrige
Schwefelsdure (1:1 V/V) eluiert. 130 ml einer Fraktion, die eine
Ultraviolettabsorption bei 292 my zeigte, wurden gesammelt.
Nach dem Abdestillieren des Methanols wurde die zuriickge-

80 bliebene Fliissigkeit mit Dowex 44 (OH~-Typ) auf einen pH-

Wert von 6,0 eingestellt und gefriergetrocknet, wodurch 813 mg

(Ausbeute 75 %) NK631-Monosulfat (Kupfer enthaltende

Form) in Form eines blauen amorphen Pulvers mit einer antimi-

krobiellen Aktivitdt von 7819 u/mg erhalten wurden.

Stufe B: Die Kupferentfernungsbehandlung von 800 mg des
NK631-Monosulfats (Kupfer enthaltende Form), erhalten in
Stufe A oben, wurde in der gleichen Weise wie in Stufe B des
Beispiels 9 durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass in der Elu-

30
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tionsstufe eine 5 %ige wissrige Ammoniumacetatlésungundein ~ wurden 98 mg Salicylaldehyd gegeben, wihrend der pH-Wert
Gemisch aus Methanol und 0,01N-wissrige Essigsdure (1:1 der Losung durch Zugabe von Tridthylamin bei 7,0 bis 7,4 ge-
V/V) anstelle der 5 %igen wisstigen Natriumchloridlosung bzw.  halten wurde. Auf diese Weise wurde Bleomycinsiure-3-N-sali-
des Gemisches aus Methanol und 0,0025N-wissriger Salzséure  cylideniminopropylester erhalten. Nach 1-stiindigem weiterge-
(1:1 V/V) verwendet wurden. Auf diese Weise wurden 748 mg s fiihrten Riihren wurde das auf 0 °C abgekiihlte Gemisch unter
{Ausbeute 96 %) NK631-Diessigsduresalz (kupferfreie Form) Riihren mit 600 mg der Aminoverbindung versetzt. Das Ge-

in Form eines hellgelblich weissen amorphen Pulvers erhalten. misch wurde 30 h lang geriihrt. Zu dem Reaktionsgemisch wur-
Das UV-Absorptionsmaximum und die antimikrobielle Aktivi-  den 10 ml kaltes Aceton gegeben, um die Bleomycinkomponen-
tét dieses Produkts sind wie folgt: ten auszufillen. Der Niederschlag wurde durch Filtration ge-
10sammelt, mit Aceton gewaschen, sodann in 30 ml destilliertem
UV-Absorptionsmaximum: Wasser aufgelost und sofort mit 0,1N-Salzsdure auf einen pH-
1% Wert von 6,0 eingestellt. Die resultierende wissrige Losung
mp (E 1em 0,1N-HCl) wurde wie in Stufe A des Beispiels S gereinigt, wodurch 501 mg
(Ausbeute 47 %) NK 631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende
290 (105) 15 Form) mit einer antimikrobiellen Aktivitit von 8013 u/mg er-
Antimikrobielle Aktivitit: 7620 u/mg. halten wurden.

Stufe B: In 25 ml einer 0,5N-wéssrigen Salzséureldsung
wurden 450 mg NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende

: Beispiel 11 Form), erhalten in Stufe A oben, aufgeldst. Zu der Losung wur-

Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende 20 den 25 ml einer Chloroformlsung, enthaltend 0,2 % Dithizon
Form) und des kupferfreien Dihydrochlorids: (Diphenylthiocarbazon) gegeben. Nach heftigem Schiitteln und

In 3 ml Methanol wurden 1,0 g Bleomycinsdure-3-ami- Mischen wurde das Gemisch stehen gelassen. Hierdurch schied
nopropylester-dihydrochlorid aufgelost. Die Losung wurde sich das Gemisch in zwei Schichten ab. Die untere Schicht
tropfenweise bei Raumtemperatur mit 193 mg S-tert.-Butoxy-  (Chloroformschicht) wurde abgezogen und die obere Schicht
carbonyl-4,6-dimethyl-2-mercaptopyrimidin im Verlauf von 60 25 wurde mit 25 ml einer frischen Chloroformldsung, die Dithizon
min versetzt, wihrend der pH-Wert durch Zugabe von 14% enthielt, vermischt. Die obigen Massnahmen des Schiittelns, der
Tridthylamin in Methanol bei 6,0 bis 7,4 gehalten wurde. Das Phasentrennung und der Zugabe einer frischen Chloroformls-
Gemisch wurde weitere 2 h geriihrt, wodurch der 3-N-tert.-But-  sung, die Dithizon enthielt, wurde achtmal wiederholt. Schliess-
oxycarbonylaminopropylester der Bleomycinsiure erhalten lich wurde die obere Schicht (wéssrige Schicht) mit Chloroform
wurde. Das Gemisch wurde sodann auf 0 °C abgekiihlt, mit 30 gewaschen und die abgetrennte wissrige Schicht wurde mit Do-

1,2 g der Aminoverbindung vermischt und 70 h lang geriihrt. wex 44 (OH™-Typ) auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die
Das Reaktionsgemisch wurde mit 10 ml kaltem Aceton versetzt, auf diese Weise behandelte wiissrige Schicht wurde bei vermin-
um die Bleomycinkomponenten auszufillen. Der Niederschlag ~ dertem Druck zur Trockene eingedampft, wodurch 415 mg
wurde durch Filtration gesammelt, mit Aceton gewaschen, so- (Ausbeute 96 %) NK631-Dihydrochlorid (kupferfreie Form) in
dann in 30 ml destilliertem Wasser aufgelost und sofort mit 35 Form eines hellgelben weissen amorphen Pulvers mit einer anti-
0,1N-Salzséure auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die re- mikrobiellen Aktivitit von 7845 u/mg erhalten wurden.
sultierende wissrige Losung wurde nach der Verfahrensweise

der Stufe A des Beispiels 5 gereinigt, wodurch 597 mg (Ausbeu- Beispiel 13

te 56%) NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende

Form eines blauen amorphen Pulvers mit einer antimikrobiellen 4° Form):

Aktivitdt von 8010 u/mg erhalten wurden. In 2 ml Methanol wurden 1,0 g Bleomycinsidure-3-ami-
Stufe B: In 50 ml Methanol wurden 500 mg NK631-Dihy- nopropylester-dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) auf-

drochlorid (Kupfer enthaltende Form), erhalten in Stufe A gelost. Zu der auf 0 °C abgekiihlten Losung wurden unter Riih-

oben, aufgeldst. In die heftig geriihrte Losung wurde Schwefel-  ren 1,0 g der Aminoverbindung gegeben und das Gemisch wur-
wasserstoff durch eine Diise mit einem Innendurchmesser von 45 de weitere 72 h lang geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde un-

1 mm, die in die LGsung eingetaucht war, 1 h lang eingeleitet, ter Riihren mit 6 ml kaltem Aceton versetzt, um die Bleomycin-
um einen grossen Uberschuss von Schwefelwasserstoff in der komponenten auszuféllen. Der Niederschlag wurde wie in Stufe
Losung aufzul6sen. Nach Beendigung der Einfithrung von A des Beispiels 5 gereinigt, wodurch 128 mg (Ausbeute 12%)

Schwefelwasserstoff wurde die Losung 30 min bei Raumtempe- - NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) in Form ei-
ratur stehen gelassen. Das ausgefillte Kupfersulfid wurde abfil- 0 nes blauven amorphen Pulvers mit einer antimikrobiellen Aktivi-
triert und mit 50 ml Methanol gewaschen, das mit Schwefelwas-  tit von 8015 u/mg erhalten wurden.

serstoff gesdttigt war. Das Filtrat und die Waschwisser wurden

kombiniert und von Methanol und Schwefelwasserstoff durch Referenzbeispiel 1

Destillation unter vermindertem Druck befreit. Der Riickstand Synthese von N-[(S)-1'-Phenyléthyl]-1,3-diaminopropan:
wurde in 50 ml Methanol aufgel6st und mit 100 ml Athylither 55  Zu 50 g (S)-1-Phenylithylamin von 0 °C wurden unter Kiih-
vermischt. Der gebildete Niederschlag wurde durch Filtration len 33 g Acrylnitril gegeben. Das Gemisch wurde in einen Kol- -

gesammelt, mit Ather gewaschen und getrocknet, wodurch ben gebracht, der mit einem Riickflusskithler ausgestattet war,
394 mg (Ausbeute 82 %) von NK631-Dihydrochlorid (kupfer- ~ welcher an ein Calciumchloridrohr angeschlossen war. Das Ge-
freie Form) in Form eines hellgelblich weissen amorphen Pul- misch wurde auf 93 °C erhitzt, bei welcher Temperatur das Ge-
vers mit einer antimikrobiellen Aktivitéit von 7820 u/mg erhal- 0 misch 18 h lang geriihrt wurde. Nach beendigter Umsetzung
ten wurden. wurde das Reaktionsgemisch von iiberschiissigem Acrylnitril
durch Destillation unter vermindertem Druck befreit. Der
Beispiel 12 Riickstand wurde unter vermindertem Druck destilliert. Eine
Synthese von NK631-Dihydrochlorid (Kupfer enthaltende ~ Fraktion mit einem Siedepunkt von 142 bis 145 °C/7 mm Hg
Form) und des kupferfreien Dihydrochlorids: 65 wurde gesammelt, wodurch 53,5 g 3-[(S)-1'-Phenylithylami-

Stufe A: In 2 ml Methanol wurden 1,0 g Bleomycinsdure-3-  no]-propionitril erhalten wurden. Dieses Nitril wurde in einen
aminopropylester-dihydrochlorid (Kupfer enthaltende Form) Autoklaven zusammen mit 5 g Raney-Nicle W-7 und 50 ml
aufgelst. Zu der heftig geriihrten Losung von Raumtemperatur ~ Athanol, das 15% Ammoniak enthielt, gegeben. Das Gemisch
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wurde mit einer Geschwindigkeit von 1000 Upm 1,5 hlangbei  tion mit einem Siedepunkt von 95 bis 103 °C/2 mm Hg wurde
50 bis 58 °C und bei einem Wasserstoffpartialdruck von 100 bis  gesammelt, wodurch 48,3 g N-[(S)-1’-Phenyléthyl]-1,3-diami-

40 kg/cm? geriihrt. Nach beendigter Umsetzung wurde dasRe-  nopropan erhalten wurden [66 % theoretische Ausbeute von
aktionsgemisch bei vermindertem Druck destilliert. Eine Frak-  (S)-1-Phenyldthylamin].

C 2 Blatt Zeichnungen
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