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Bleomyciny jsou karcinostatickd antibioti-
ka objevend Umezawou, jednim z autord
pfedloZeného vynédlezu, a jeho spolupracov-
niky [Journal of Antibiotics, 194, 200
(1966]]. Jsou to ve vod# rozpustné basické
glykopeptidy produkované kmenem aktino-
mycet Streptomyces verticillus, které snad-
no tvofi chelédty s jednim atomem dvojmocné
médi. P¥i normdlni kultivaci je produkové-
no 16 sloZek bleomycinu, které byly vSech-
ny isolovény [viz nap¥iklad Umezawa a spo-
lupracovnici, Journal of Antibiotics, 194, 210
(1966)]. Ze zndmych bleomycind se k léde-
ni rakoviny v klinické praxi vSeobecn& po-

uZivd smési mé&di prostych bleomycinli Aj,
A2, As, B2 a demethyl-A2 (pro tuto smé#s se
v dal8im popisu pouZivd ndzvu ,,bleomycino-
vy komplex”). Zmin&ny bleomycinovy kom-
plex se osvédd&il hlavn& v terapii epidermél-
nich karcinomd kfiZe, karcinomt hlavy a kr-
ku, rakoviny krcéku dé&loZniho, plic a malig-
niho lymfomu.

Pokud se tyk4 vedlejS§ich d&inki, bylo re-
ferovdno, Ze u lé€enych pacientd dochdzf k
fibrose plic a k dal3im neZddoucim Géinkdm.
Z vedlejSich ucinkfl vyvoldvanych bleomyci-
ny je nejobdvanéjsi fibrosa plic. Lze si snad-
no predstavit, Ze karcinostatickd vcinnost
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bleomycint by se p¥i klinické aplikaci jes-
té vice projevila, kdyby se shora uvedeny
vedlej§i udinek podafilo vice ¢i méné potla-
¢it.

Vzhledem k té€mto okolnostem zabyvali se
autofi vynédlezu nékolik let synthesou riz-
nych bleomycinli a v testech na zvifatech
sledovali jejich karcinostatickou t¢innost a
toxicitu, vfetné& vlivu na vyvoldni fibrosy
plic jako hlavniho testu. Vysledkem jejich
studia bylo, Ze objevili 3-[ (S)-1’-fenylethyl-
amino]propylaminobleomycin (v dalSim po-
pisu je tento novy bleomycin oznaCovan sym-
bolem ,,NK 6317, ktery zahrnuje jak formu
obsahujici mé&d, tak formu prostou médi},
ktery je novym bleomycinem ziskanym re-
akci reaktivniho derivdtu karboxylové sku-
piny bleomycinové kyseliny s N-[(S)-1'-fe-
nylethyl]-1,3-diaminopropanem, a u Kkteré-
ho je vyrazn& potlafen vedlejsi Gcinek zpi-
sobujici fibrosu plic, pfiemZ jeho karcino-
statickd tc¢innost neni ve srovnani s komer-
¢nim bleomycinovym komplexem a jinymi
zndmymi bleomyciny sniZena. Na zdkladé
tohoto objevu byl realisovan predloZeny vy-
nélez. Ubelem vyndlezu je zajistit zplisob
vyroby nového bleomycinu vzorce I, 3-[(S]-
-1’-fenylethylamino ] propylaminobleomyci-
nu, a jeho netoxickych soli. BliZ5i podrob-
nosti vynélezu vyplynou z néasledujiciho po-
pisu.

Vynikajici biologickéa aktivita nového bleo-
mycinu vzorce I vyplyva z niZe uvedenych
experimentdinich testd.

Biologickd ucinnost bleomycinu NK 631
byla hodnocena tim zplisobem, Ze byla srov-

ndna s Ucinnosti monosulfatu 3-[(R,S)-1-
-fenylethylamino] propylaminobleomycinu

(formy prosté médi) (v dalSim popisu je
pro tento bleomycin pouZivdno oznaceni
»RS-forma”)} a s tudinnosti bleomycinového
komplexu ve &tyfech nésledujicich testech:

1) u¢inek na vyvolani fibrosy plic
2) antineoplastické tufinnost

3) antimikrobidlni G€innost

4] toxicita.

Ke srovnéni pouZitda RS forma bleomycinu
byla ziskdna fermentanim zpisobem, po-
psanym v US patentu Cislo 3 846 400.

1) Toxicita vi€i plicim u mySi (vliv na
vznik fibrosy)

K testovdni byly pouZity dvandctiCetné
skupiny my8ich samcli kmene ICR ve stafi
15 tydnh. KaZdy testovany farmaceuticky
prfipravek byl aplikovdn v déavce 5 mg/kg.
Davky byly podavany ve formé intraperito-
nedlnich injekci, jednou denn&, po dobu
deseti po sobé ndsledujicich dnd. Po skon-
¢eni aplikace byly myS$i chovany dalsich 5
tydni. Po uvedené dob& pozorovani byly
my3$i usmrceny a pitvou zjistén rozsah fib-
rosy plic. Byl porovndn vyskyt a stupeii fib-
rosy plic vyvolané u my3i po podédvédni no-
vého bleomycinu vzorce I, obchodniho bleo-
mycinového komplexu a RS formy antibio-
tika. Nalezené vysledky jsou uvedeny v ta-
bulce 1.

Tabulka 1

Vyskyt fibrosy

Stupeii onemocnéni

Potet mySi Relativni Celkové bodové zhodnoceni Relativni
s pulmonéarni hodnota stupné fibrosy plic*: hodnota
tibrosou (%) celkovy pocet vzorkd
Monosulfat 4/12 (0,33) 0,36 6/36 (0,17) 0,25
NK 631 {forma
prostéd 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
*/ Hodnoceni stupné fibrosy plic:
0 bodu — ZAadné fibrosa
1 bod — hromad#ni exudatu v plicnich sklipcich a fibrose podobné zmény v alveo-

larnich pfepéaZzkach

2 body — fibrosa na nékolika mistech plic

4 body — roztrouSena fibrosa

6 bodi — fibrosa na vice neZ dvou tfetinadch celé plochy plic
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Jak je zFejmé z nalezenych vysledkd, je
fibrosa . plic vyvoland monosulfdtem NK 631
(formeu prostou médi}, -ve srovnani s fib-
rosou -plic:vyvolanou RS formou antibiotika
a bleomycinovym komplexem sniZena asi
na 1/2, popfipadé 1/3, pokud se’tyka vysku-
tu, a asi na 1/2, popfipad& 1/4, pokud se
tyka stupné onemocnéni. Z toho vyplyvd
vyhodnost monosulfdtu NK 631 :pro klinické
pouZiti.

2. Antineoplastick4 uinnost

2 az 1..U¢inek in vitro na kultury HeLa S;
buné&k

Pro+-kaZdy shora uvedeny bleomycin bylo
stanoveno procento inhibice:ristu bunék po
72 hodindch kultivace v pfitomnosti testo-
vaného bleomycinu a vypofteno hodnota
IDso. Bylo nalezeno, Ze ldtka NK 631 maé
IDsy = 0,82 ug/ml na rozdil od bleomycino-
vého komplexu, ktery mé IDso = 1,70 ug/ml,
co0Z znamend, Ze bleomycin NK 631 inhibuje
rust bunék dvakrat siln&ii neZ bleomycino-
vy -komplex. Hodnota IDso pro RS formu an-

8

tibiotika je rovna 0,80 wg/ml, coZ znamend,
Ze ‘jeho inhibién{ "éfekt na 'kfist "bulidk “je
srovnatelny ‘s efektem -monésulfatu ‘NK 631
(formy prosté médi).

2—2. 'Karcinostaticky Ginek wa -mysi “Ehrli-
chiivikareinom (solidn{ ivddor)

‘My3im samclm  kmene ICR, starym 6°tyd-
nii, bylo transplantovdno podkeZri& ‘do 't¥i-
selné oblastiikaZdému po 2X 106 wumék. Po
24 hodindch byl kdZdé mysi podén testova-
ny prepardt stejnym zpiscbem jak ‘bylo-po-
psdno vySe v testu 1. Patnddty den poisub-
kutdnni transplantaci byly mySim ngdory
odstranény a jejich ‘hmotnesti byly - srovna-
ny s hmotnosti nadort, Které -se vyvinuly
u kortrolni skupiny 'my$i, ‘kKteré -nebyly o-
-Setfeny, a bylo stanoveno procento inhibi-
ce. :

Jak je zFejmé z tabulky 2, 'je ‘karcinosta-
tickd ‘G¢innost monosulfdtu "NK 631 (formy
prosté mé&di) srovnatelnd s uginnosti RS for-
my antibiotika a asi -1,4X vy38i neZ iqéin-
nost bleomycinového -kKomplexu.

Tabulka 2

-DAvka mg/kg X 10

Procenta inhibice

monosulfat NK 631 RS forma ‘Bleomycinovy
(prosty medi) -komplex
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
IDsp 0,35 0,31 0,49
mgrkg/den

2—3. Karcinostatickd tddinnost vici ascitic-
kému hepatonu (asciticky typ) u krys

Krysdm kmene Donryu bylo transplanto-
védno intraperitonedlnd po 1 X 108 AH 66
bunék. Za 24 hodin po transplantaci bylo
zapotato s aplikaci testovaného preparituy,

ktery byl poddvéan irtraperitonedlnd jednou
denné po dobu deseti po sob& .ndsledujicich
dnfi. B&hem 30 dnill po transplarifaci byla
sledovdna hmotnost jednotlivych krys a po-
¢et whynulych-a pFeZivajicich zviFdt. Vysled-
ky jsou uvedeny .v-tabulce 3.

Tabulka 3
Relativni hodnoty primérného pFeZiti zvirfat (pocet dni)

Davka monosulfat NK 631 RS forma ‘bleomycinovy
mg/kg X 10 (prosty médi) “antibiottka tKomplex
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



Jak vyplyva z tabulky 3, je ufinnost mo-
nosulfgtu NK 631 (formy prosté médi) vi-
¢i AH 66 ascitickému hepatomu srovnatel-
nd s Géinnosti RS formy antibiotika a je ve
viech davkach vyssi neZ udinnost-bleomyci-
nového komplexu.

2—4, Inhibi¢ni G€inek vii¢i epidermdlnimu
karecinemu KiiZe vyvoldvanému 20-me-
thylcholathrenem

Roztok 20-methylcholanthrenu {déle ozna-
¢ovany jako ,,20-MC”) v acetonu byl dvakrat
tydng, po dobu 18 tydni, lok&lné aplikovan
na ostifthany hibet my3i kmene ddy {sam-

‘10

“cl 10 tydnt stari). Za pét tydnd od zaclét-

ku aplikace 20-MC bylo zapofato s poddva-
nim testovaného preparétu, ktery byl apli-
kovén intraperitondlng v dédvce 62,5 ug/mys,
dvakrét tydné, -po dobu 15 tydnid. B&hem
prvniho ‘tydne ‘po’skonfeni poddvani testo-
vaného préeparatu byla pathologicky vySetfo-
védna oblast kiiZe, na kterou byl aplikovan
20-MC a sledovan vyskyt karcinomu.

Jak vyplyva z tabulky 4, jsou monosulfat
NK 631 {forma prostd médi) a RS-forma
antibiotika o ‘héco mdlo G€inné&jsi pokud se
tyka inhibice karcinogenesy vyvolané 20-MC,
neZ bleomycinovy komplex.

Tabulka 4 _
Umrtnost Vyskyt Procento inhibice
“karcinomitt' (%)
Menosulfdt NK 631
{prosty madi) 5/11 (45,4) 47,8
RS-forma 1/12 5/11 (45,5) ~47,8
-Bleomyeinovy
komplex :2/32 -5/10 (50,0) 425
20/23 (86,9) 0

"‘kontrola 1/24

_‘Ze-v8ech shora’uvSedenych vysledkd tes-
‘ti -vyplyva, ¥e monosulfdt NK 631 (forma
prostd mé&di) mé ve srovndni s komertnim
‘bleomycinovym “Komplexem zietelnd vy3si

nisméim Mycobacterium 607 ‘a Bacillus sub-
tilis PCI "byla zjiStovdna diskovou metodou

'za 'pouZiti -bleomycinu A2 jako ‘standardu
(1000 j/mg). Vysledky jsou uvedeny v ta-

antineoplastickou uéinnost. bulce 5.
3. Antimikrobidlni a€innost
Antimikrobidlni G¢innost vi&i mikroorga-
Tabulka 5

M. 607 B. Sub.
monosulifat NK 631
(prosty médi} 7 848 1550
RS-forma 7 535 1400
bleomycinovy komplex 1234 886

Jak vyplyva z tabulky 5, vykazuji mono-
sulfdt NK 631 (forma prostd médi} a RS
forma antibiotika mnohem vy3§i antimikro-
b:dlni mohutnost neZ bleomycinovy komplex.

4. Toxicita

4-—1. Akutni toxicita u krys (LDso) p¥i intra-
peritonedinim podévéni

Jak vyplyvéd z tabulky 6, jsou hodnoty LDsgo
u Kkrysy nalezené pro monosulfdt NK 631
(formy prosté médi) pribliZné stejnd vyso-
ké jako hodnoty nalezené u bleomycinové-
ho komplexu a RS formy antibiotika.
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Tabulka 8
LDso Meze spolehlivosti
mg/kg (5% hranice
vyznamnosti)
monosulfdt NK 631
(prosty médi) 155,0 133,6—179,8
krysa RS forma 150,6 129,0—170,6
bleomycinovy
komplex 168,0 130,0—217,0

4--2. Subakutni a chronické toxicita u krys
a psu

Subakutni a chronickd toxicita monosul-
fatu NK 631 (formy prosté mé&di) u krys a
pslt je srovnatelnd s analogickou toxicitou
bleomycinového komplexu. Je v8ak tf¥eba se
specidlné zminit o tom, Ze v mist& vpichu
injekce byla pozorovdna u psii nekrosa ve
v3ech pfFipadech, kdy byly podany vysoké
dédvky bleomycinového komplexu (90 injek-
ci v dédvce 1,2 mg/kg), ale v Zddném piipa-
d&, kdy byla podédna pstm stejnd ddvka mo-
nosulfdtu NK 631 (formy prosté mé&di). To-
xicita monosulfdtu NK 631 (formy prosté
mé&di) vaci plicim je rovnd% niZ¥i ne¥ to-
xicita bleomycinového komplexu.

Z vy3e uvedenych vysledkdt vyplyvd, Ze
toxicita monosulfdtu NK 631 (formy prosté
médi) jest srovnatelnd s toxicitou bleomy-
cinového komplexu, s vyjimkou toxicity vi-
Ci plicim a nekrosy, které jsou podstatn&
niZsi u NK 631.

5. Souhrn

Ze shora uvedenych vysledkdi testd lze

ulinit zdvér, Ze bleomycin NK 631 jest no-
va sloudenina majici ndsledujici vyhodné
vlastnosti:

a) extrémné nizkou toxicitu vaé&i plicim,

b) antimikrobidlni a antineoplastickou u-
¢innost vy38i neZ komeréni bleomycino-
vy komplex,

c) systemickou toxicitu srovnatelou s toxi-
citou komercniho bleomycinového komp-
lexu, a

d) nizkou lokélni toxicitu v mistd vpichu
injekce.

Z uvedenych divodit 1ze otekdvat, ¥e bleo-
mycin NK 631 bude vfhodny pii klinickém
pou#Ziti,

Podstata vyroby nového bleomycinu NK
631 shora uvedeného vzorce 1 zpfisobem
podle vyndlezu je v tom, Ze se kyselina ble-
omycinovd vzorce II
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uvede do reakce s N-[(S]-1’-fenylethyl]-1,3-
-diaminopropanem v prostfedi rozpou$téd-
la a v piitomnosti aktivaniho d&inidla, pfi
teploté 0 aZ 30°C po dobu 1 aZ 24 hodin,
nebo se kyselina bleomycinovd uvede do
reakce nejprve s aktivanim Cinidlem a po-
tom s N-[(S])-1'-fenylethyl]-1,3-diaminopro-
panem za uvedenych reakénich podminek,
a ziskany produkt se popiipadé prevede pii-
sobenim Kkyselinou na piislu§nou netoxic-
kou stil.

Na jeden ekvivalent kyseliny bleomycino-
vé se obvykle pouZivd 1 aZ 10 ekvivalentil
N-[ (S)-1’-fenylethyl]-1,3-diaminopropanu.

Jako rozpoustédla se s vyhodou pouZiva
vody, methanolu, dimethylformamidu, dime-
thylsulfoxidu, nebo jejich smési.

Ziskany produkt se prevede popifipadé pli-
sobenim kyseliny chlorovodikové, kyseliny
sirové nebo kyseliny octové na pfrisludnou
netoxickou sil.

Kyselina bleomycinova pouZivana jako vy-
chozi 14tka p¥i postupu jest zndmé slouce-

N
e, Y C? g e S Mgy NH L
[ ]

N
1eH NP ey,

(1)

14

oo C~OH

~C~N

U))-:Z

LHy_ CH,

¢ CHy  “CHy

H

nina a lze ji vyrdb&t enzymatickym Stépe-
nim bleomycinu Bz zpiisobem popsanym v
US patentech Cislo 3843 448 a 3 846 400.

Druhd vychozi sloZka, N-[(S)-1’-fenyl-
ethyl]-1,3-diaminopropan, jest nova slouce-
nina synthetisovand ponejprv autory tohoto
vynéalezu nésledujicim zplisobem.

K fenylethylaminu, ochlazenému asi na
0°C, se pridd asi ekvivalentni mnoZstvi a-
krylonitrilu a reakce se dokoné¢i zah¥fivdnim
smési na 80°C aZ 100°C po dobu 10 aZ 24
hodin. Pfebytek akrylonitrilu se oddestiluje
za sniZeného tlaku a zbyvajici surovy pro-
dukt se pfedestiluje za sniZeného tlaku. Zis-
kany 3-[ (S)-1’-fenylethylamino]propionitril
se zredukuje obvyklym zpflisobem, napiiklad
vodikem v pfitomnosti Raneyova niklu, a
ziskd se Zadany N-[(S])-1’-fenylethyl]-1,3-
-diaminopropan (v dalSim popisu je tato 14at-
ka oznaCovdna jako ,,aminosloucCenina’).
Fyzikdlné-chemické vlastnosti uvedené ami-
noslouceniny jsou shrnuty v tabulce 7.
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Fyzikdln&-chemické vlastnosti N-| [S]-1’—feny1ethyl]—1,3—diaminopropanu

Volna base

Dihydrochlorid

L

[&23

10.

Vzhled

. Teplota tani

. Teplota varu

Absorpéni maxima
v ultrafialové oblasti
(nm)

. Molekulédrni extinké&ni

koeficient, ¢ (256 nm)

. Specifickd opticka

otadivost [e]p?
Dp26

Hodnota Ry pfi tenko-
vrstevné chromatografii,
soustava n-propanol-pyri-
din-kys.octova-voda

(15 : 10 : 3 : 12, obj/obj),

~deska zn. Avicel-SFR?

Hodnota R;, p¥i vysoko-
voltové elektroforese,
soustava kys. mravenci-
-kys. octova-voda

(25 : 75 : 900, obj/obj),
deska zn. Avicel-SFR,
800 V, 10 min., R,, alani-
nu == 1,0

IC absorpéni spektrum,
cm~!, KBr tableta

Sumdrni vzorec
(molekulovd hmotnost)

Jako vhodnych -aktiva¢nich &inidel 1ze pii

pTi teploté mistnosti
bezbarva kapalina

95 — 103 °C pfi 0,267 kPa

241, 247, 252, 257, 263
267 [methanol)

—56,38 ° (nefedéno, A = 1)

0,73

1,52

700, 760, 820, 910, 1025,
1080, 1130, 1200, 1305, 1350,
1370, 1450, 1495, 1605, 2850,
2940, 3300, 3375

C11H1sN2
(178,28)

postupu podle vyndlezu pouZivat napfiklad

bilé jehlickovits krystalky

223,5 — 224°C

250, 256, 259, 266
(destilovand voda)

206 (destilovand voda)

—20,6° (c = 1, destilovana
voda)

0,73

1,52

690, 750, 820, 910, 980,
1020, 1065, 1075, 1150, 1205,
1385,-1460, 1500, 1515, 1590,
2500, 2850, 3000, 3500

C11H2N2Cl2
(251,20)

p-nitrofenyl-trichloracetétu,

N-hydroxysukcinimidu,

6-chlor-1-p-chlorbenzensulfonyloxybenzo-
triazolu (CCBT]),

N-ethyl-5-fenylisoxazolium-3’-sulfondtu

(NEPIS),

N-terc.butyl-5-methylisoxazoliumperchloréa-
tu,

N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochi-

nolinu,

di-p-nitrofenylsulfitu,

tri-p-nitrofenylfosfitu,

dicyklohexylkarbodiimidu [DCC],

imidu,

imidu,

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl jkarbodi-
1-cyklohexyl-3-(2-morfolinoethyl Jkarbodi-

difenylkarbodiimidu,

di-p-toluylkarbodiimidu,

diisopropylkarbodiimidu,
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p-nitrofenolu,

pentachlorienolu a
benzylalkoholu.
Podrobny popis postupu

Kyselina bleomycinovd (forma obsahujfci
méd) se rozpusti ve vod&, dimethylforma-
midu, dimethylsulfoxidu nebo v jejich smé-
sich. X roztoku se pfi teploté 0°C aZ 30°C,
za michéni, pFida jedno ze shora uvedenych
aktivatnich ¢inidel. Ziskany roztok se upra-
vi na pH 3 aZ 10, které je vhodné k aktiva-
ci karhoxylové skupiny, pfidanim bud anor-
ganické kyseliny nebo base, jako kyseliny
chlorovodikové nebo hydroxidu sodného,
nebo pridanim organické kyseliny nebo base,
jako kyseliny trichloroctové nebo N-methyl-
morfolinu. Po uvedené tipravé dojde k akti-
vaci karboxylové skupiny bleomycinové ky-
seliny. Bezprost¥edn& poté, nebo b&hem 30
minut po apravé pH, se k roztoku této re-
akéni slorky piridd aminosloudenina (defi-
novana vyse), bud jako takova nebo ve for-
mé roztoku upraveného na pH 7,0. Reakéni
smés se udrZuje 1 aZ 24 hodin pri teplotg
0 aZ 30°C, pFifemZ prob&hne reakce a vznik-
ne bleomycin NK 631 vzorce 1. Vhodny po-
mér reak&nich sloZek jest 1 aZ 10 ekvivalen-
td aktivaéniho &inidla nebo aminoslouleni-
ny na 1 ekvivalent kyseliny bleomycinové.

Za udelem isolace latky NK 631 z reakéni
sm&si se nejprve bleomycinové sloZky tipln&
vysraZi pridanim 5 aZ 10 objemil acetonu na
1 objem reak¢&ni smési. Vyloufend sraZenina
se odfiltruje, promyje dikladn& acetonem
a rozpusti v nejmens$im moZném objemu des-
tilované vody. Ziskany vodny roztok se okam-
Zit& upravi kyselinou chlorovodikovou nebo
podobnou kyselinou na pH 6,0 a nanese se
na horni konec chromatografického sloup-

ce, pfipraveného z CM-Sephadequ-ZS

(NHs* forma; vyrdb&ny firmou Pharmacia
Fine Chemicals), rozmichaného ve vodném
roztoku chloridu amonného. Nezreagovana
kyselina bleomycinové projde sloupcem aniZ
by byla adsorbovéna. Bleomycin NK 631 se
adsorbuje na pryskyfici a eluuje se vodnym
roztokem chloridu amonného se stoupajici
koncentraci, zvySujici se stupilovit€é nebo
plynule od 0,05 M do 1,0 M. Bleomycin NK
631 jest obsaZen v modfe zbarvenych frak-
cich, vytékajicich ze sloupce p¥i koncentra-
cich asi 0,35 M aZ 0,45 M chloridu amonné-
ho, které vykazuji absorpci v ultrafialové
oblasti pri 292 nm. Uvedené frakce se se-
paratné spoji a nechaji se protéci pres slou-

pec Amberlitu XAD-2 (vyrobek firmy

Rohm and Haas Co.) nebo Diaionu ® HP

40 (vyrobek firmy Mitsubishi Chemical Co.).
Adsorbovany bleomycin NK 631 se promyje
vodou a pak se eluuje; ziskd se soli zbave-
ny efluent, ze kterého se ziskd Cisty, modie
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zbarveny, amorfni prdSkovity NK 631. Hyd-
rochlorid nebo siran bleomycinu NK 631 se
ziskaji eluci 14tky ze sloupce vodnym me-
thanolem obsahujicim kyselinu chlorovodi-
kovou, popiipadé kyselinu sirovou. Pfi tom-
to postupu se s vyhodou regeneruje nezrea-
gované kyselina bleomycinové.

Shora popsany zplsob, p¥l kterém se k
isolaci bleomycinu NK 631 pouZivd CM-Sep-

hadexu ®C-25 (obchodni znacka pro mé-

ni¢ kationtfi, tvofeny mikroskopickymi ku-
lickami karboxymethylovaného derivdtu po-
lysacharidu dextranu, vyrdbény a prodéava-
ny firmou Pharmacia Fine Chemicals Inc.,
Svédsko]), jest uveden jen jako nézorny pfi-
klad, a 1ze ho v urgitych mezich modifiko-
vat, aniZ by se tim podstatngji ovlivnily
vysledky. Tak napfiklad lze pouZit jako e-
lutniho ¢in‘dla vodného roztoku chloridu
sodného nebo siranu amonného.

Uvedenym postupem ziskany bleomycin NK
631 obsahuje m&d, které se da zbavit kte-
roukoliv zndmou metodou, napiiklad plso-
benim sirovodiku, p¥i kterém se m&d vysra-
#{ ve formé sirniku mé&dnatého, nebo vyredu-
kovanim médi ve form& kovu vhodnym re-
duk&nim &inidlem (postupem podle US pa-
tentu ¢&islo 3646 197), nebo extrakci médi
organickym rozpoustédlem obsahujicim che-
latotvorné ¢inidlo, jako dithizon [viz Ume-
zawa a spolupracovnici, Journal of Antibio-
tics, 19A, 210 (1960)], nebo pomoci neiono-
genni makroskopicky sitované vymé&nneé prys-
kyfice (postupem podle US patentu C&islo
3929 993). Jeden pfiklad zpiisobu odstraiio-
véni médi jest popsén niZe.

Bleomycin NK 631 (forma obsahujici méd)
se rozpusti v destilované vodé a roztok se
nalife na sloupec pryskyrice znaCky Amber-

lite XAD-2 (obchodni znafka pro absorp-

¢ni pryskyfici na basi styren-divinylbenze-
nového kopolymeru, vyrédb&nou a proddva-
nou firmou Rohm & Haas Co., USA) nebo

prysky¥ice znaky Diaion @ HP 40 {obchod-

ni znatka pro absorpfni pryskyFici tvofe-
nou styren-divinylbenzenovym kopolymerem,
vyrdbdnou a dodédvanou firmou Mitsubishi
Chemical Co., Japonsko}, pfipraveny rozmi-
chanim pryskytice v destilované vodg. Slou-
pec s naadsorbovanym bleomycinem NK 631
se promyje 5% vodnym roztokem dvojsod-
né soli kyseliny ethylendiamintetraoctové
(v dal3im je tato latka oznafovdna jako
,EDTA.Naz’), pfifemZ se médnaty iont roz-
tokem EDTA.Naz vymyje ze sloupce a na
pryskyfici zlistane naadsorbovdn bleomycin
NK 631 prosty mé&di. PryskyfFice se promyje
za ndelem odstrangni EDTA.Nagz vodnym roz-
tokem vhodné soli, jako chloridu sodného,
sfranu sodného nebo octanu sodného, a pak
destilovanou vodou. Posléze se sloupcem ne-
cha protékat okyselend smés methanolu s
vodou, jako napfiklad smé&s methanolu s
0,0025 N kyselinou chlorovodikovou (1 : 1,
V/V), pfiCemZ se eluuje latka majici absorp-
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ci v ultrafialové oblasti pfi 290 nm. Frakce
s touto absorpci se spoiji, zahusti, roztok se
upravi na pH 6,0 a rozpoustédlo se odstra-
ni lyofilisaci. Zisk4 se dihydrochlorid NK 631
(forma prostd médi) ve formé& svétleZluté
bilého amorfniho prasku.

K pFipravé okyseleného vodného metha-
nolu potfebného k eluci se dé pouit jaké-
koliv farmaceuticky vhodné kyseliny. Po-
uZije-li se napfiklad kyseliny sirové nebo
kyseliny octové, ziskd se uvedenym postu-
pem préaskovity monosulfdt nebo diacetat
bleomycinu NK 631 (formy prosté médi).

Bleomycin NK 631 vzorce I lze pievadst
obvyklymi zplisoby na jiné netoxické soli,
jako napfiklad na sulfat nebo sil s kyseli-
nou octovou, které lze rovnéZ ziskat tak, Ze
se, jak bylo uvedeno vySe, p¥islusnym zpi-
sobem zamé&ni kyselina pouZivana pii elu-
ci bleomycinu ze sloupce.

Vzhledem k tomu, Ze p¥i postupu 1 reagu-
je aminosloufenina s karboxylovou skupi-
nou kyseliny bleomycinové aktivovanou pii-
tomnosti aktivatniho ¢inidla pouZivaného
p¥i. synthese polypeptidd, probtha konden-
salni reakce hladce a za extrémné& mirnych
podminek. V disledku toho reaguje s akti-
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vovanou Kkarboxylovou skupinou pouze pri-
mérni aminoskupina aminosloudeniny, za-
tim co sekundédrni iminoskupina se reakce
nezudastiiuje, a pri reakci vznikd pfednostn#
bleomycin NK 631. To je vyznamné piednost
postupu.

Zékladni fyzikdIln&-chemické vlastnosti
bleomycinu NK 631 jsou uvedeny v tabul-
kédch 8 a 9.

Strukturni vzorec I bleomycinu NK 631
byl potvrzen nésledujicim zpfisobem: mono-
sulfat NK 631 (forma prostd mé&di) byl roz-
pudtén v t8Zké vodé a zméfeno jeho 5C-NMR
spektrum metodou potladeni protonového
Sumu, za pouZit! dioxanu jako vnitfniho stan-
dardu. Signdly pFisludejici vSem jedendcti
15C atonifim obsaZenym ve zbytku 3-f(S)-1’-
-fenylethylamino]propylaminu v postrannim
Fetézci bleomycinu NK 631 byly zaznamené-
ny pfi 19,4, 26,3, 37,0, 43,5, 58,9, 128,3 (dva
signédly), 130,0 (dva signdly) a 136,3 ppm.
Signély vyvolané ostatnimi atomy uhliku od-
povidaji signdliim charakteristickym pro 14t-
ky bleomycinové skupiny [viz Naganawa a
spolupracovnici, Journal of Antibiotics, 30,
388 (1977)1.

Tabulka 8
Fyzik4ln8-chemické vlastnosti bleomycinu NK 631

(formy obsahujici m&d)

sal Dihydrochlorid

Monosulfét

1. Vzhled

2. Rozpustnost

modry amorfni prések

rozpustny ve vodég, metha-

modry amorfni pradek

stejnd jako u dihydro-

nolu, dimethylsulfoxidu, di- chloridu
methylformamidu; méalo roz-
pustny v dioxanu; neroz-
o pustny v ethanolu, aceto-
¥ nu, etheru, benzenu  *
3. Téplota tani (rozkladu}, °C- 205 aZ 207 205 aZ 207
4. Specifickd rotace {desti-
lované voda, ¢ = 1,0) —85,6° —93,7°
[ c¢] 43628
5. TL-chromatografie 1/ a) 0,72 b) 0,75 a) 0,72 b} 0,75
Rr hodnota v
6. Elektroforesa 2/ 0,80 0,80

RM hodnota (alanin = 1)

Poznédmky:

1/ a) na tenké vrstvé Silica Gelu G@ (obchodni znadka adsorbentu pro tenkovrstev-

nou chromatografii, tvoreny silikagelem, vyrdb&ny firmou Merck Inc., USAJ, v
soustavé methanol — 10% octan amonny — 10% amoniak (10 : 9 : 1, obj/obj).

b) na tenké vrstvé Avicelu SF ® (obchodni znacka adsorbentu pro tenkovrstevnou

chromatografii, tvoFeny krystalinickou celulosou, vyrdb&ny firmou FMC corpora-
tion, USA}, v soustavé n-propanol — pyridin — kyselina octovd — voda (13 : 10:

:3:12).

2/ Na Avicelu SF @ v soustavé kyselina mravenéi — kyselina octovd — voda (25 : 75 :

: 900, obj/obj); 800 V; 15 minut,



205126
21 22

Tabulka 9

Fyzikalné-chemické vlastnosti bleomycinu NK 631
(formy prosté médi)

sl Dihydrochlorid Monosulfat Diacetét
1. Vzhled svétle Zlutobile svétle Zlutobile svétle Zlutobile
zbarveny amorini zbarveny amorfni zbarveny amorini
prasek prasSek pradek
2. Rozpustnost Rozpusinyg ve vodé, methanolu, kyseliné octo-
vé, dimethylsulfoxidu, dimethylformamidu;
malo rozpustny v dioxanu; nerozpustny v
ethanolu, acetonu, etheru, benzenu
3. Teplota téni
(rozkladu), 195—197 196—198 188—190
°C
4, Specificka rotace
(destilovand voda,
¢ = 1,0) —2,1° —2,0° —2,0°
[ 0] 25436
5. TL-chromatografi,
1
Ry hodnota a) 0,56 b) 0,70 a) 0,56 b} 0,70 a) 0,56 b} 0,70
6. Elektroforesa, 2/
Rm hodnota (ala- 0,94 0,94 0,94
nin = 1)
Pozndmky:

1/ a) silica Gel G (F ; methanol — 10% octan amonny — 10% amoniak (10 : 9 : 1,

obj/obj)

b) Avicel SF @ : n-propanol — pyridin — kyselina octovd — voda (15 : 10 : 3 : 12)

2/ Avicel SF@ ; kyselina mraven&i — kyselina octovd — voda (25 : 75 : 900, obj/obj);

- "800 V; 15 minut.

V piiloze jsou na obrdzcich 1 a 2 zndzor-
nény ultrafialové absorpéni krivky, a na ob-
rdzcich 3 a 4 infradervené absorpcni kiivky
bleomycinu NK 631 vzorce I.

Obréazek 1 znazoriiuje ultrafialovou absorp-
¢ni ki¥ivku dihydrochloridu 3-[(S}-1’-fenyl-
ethylamino]propylaminobleomycinu (formy
obsahujici m&d), obrdzek 2 ultrafialovou ab-
sorpéni kiivku monosulfatu 3-[(S)-1’-fenyl-
ethylamino] propylaminobleomycinu (formy
prosté médi), na obrdzku 3 je zndzornéna
infradervena absorptni Kkf¥ivka dihydrochlo-
ridu 3-[ (S)-1’-fenylethylamino]propylami-
nobleomycinu (formy obsahujici m&d) méfe-
na v tabletd bromidu draselného, a na ob-
razku 4 je zndzornéna infraCervena absorp-
¢ni kiivka 3-[ (S)-1’-fenylethylamino]propyl-
aminobleomycinu (formy prosté médi) zmé-
Fend rovnéZ v tabletd bromidu draselného.

Zptsob podle vyndlezu je podrobné€ ob-
jasnén v nésledujicich prikladech provedeni,
které v8ak rozsah vynalezu Zaddnym zplso-
bem neomezuji.

Priklady provedeni
Priklad 1

Synthesa dihydrochloridu (formy obsahujici
mé&d) a monosulfdtu (formy prosté médi)
bleomycinu NK 631

Stupeti A: K roztoku 15,0 g kyseliny bleo-
mycinové (formy obsahujici mé&d) ve 400
ml dimethylformamidu se za chlazeni na
0°C pridd 1,1 ml N-methylmorfolinu a 10,3
gramu Cinidla CCBT, roztok se micha 5 mi-
nut p¥i 0°C, pak se k nému pfidd 53 g
aminoslou¢eniny a smés se michd dalsi 1
hodinu. Reakce se pferuSi pfiddnim 200 ml
250p vodného roztoku kyseliny octové a roz-
tok se zFedi 5 litry chladného acetonu. Vy-
srazeny surovy reakéni produkt se odfiltru-
je, promyje acetonem a rozpusti v 500 ml
destilované vody. Vodny roztok se ihned
okyseli na pH 6,0 a nalije na sloupec pfipra-

veng ze 2 litrd CM-Sephadexu ®) C-25 (NHs
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+ forma) nasuspendovaného v 0,05 M vod-
ném roztoku chloridu amonného.

Naadsorbavané bleomyciny se eluuji vod-
nym roztokem chloridu amonného tim zpi-
sobem, Ze se sloupcem nechd protéci 20 lit-
ri eluentu, ve kterém koncentrace chloridu
amonného kontinudln& stoupd z 0,05 M na
1,0 M. Nezreagovana Kkyselina bleomycinova
vytéka ze sloupce pri koncentraci chloridu
amonného asi 0,05 M, a bleomycin NK 631
pfi koncentraci chloridu amonného asi 0,45
M. Frakce obsahujici shora uvedené bleomy-
ciny, vykazuji absorpci v ultrafialové oblasti
pFi 292 nm, se separdtné spoji.

Frakce obsahujici bleomycin NK 631 se
nalije na sloupec iontoménice, pFipraveny

ze 2,6 litrt Amberlitu@ XAD-2. Sloupec

s naadsorbovanou ldtkou se promyje diklad-
né vodou a produkt se eluuje 0,01 N rozto-
kem kyseliny chlorovodikové ve smési me-
thanolu s vodou (4 : 1, obj/obj). Jima se
celkem 2,5 litrli mod¥e zbarvenych frakei,
které vykazuji UF absorpci p¥i 292 nm. Ze
spojenych eludtit se odpafi methanol, vodny
koncentrdt se upravi na pH 6,0 Dowexem

@ 44 v OH™ formé (obchodni znacka pro

anexovou pryskyrici sloZenou z kopolymeru
epichlorhydrinu s amoniakem, vyrdb&nou a
dodévanou firmou Dow Chemical Co., UUSA)
a rozpoustédlo se odstrani lyofilisaci. Ziskd
se 16,1 g (vytdZzek 92 %) dihydrochloridu
bleomycinu NK 631 (formy obsahujici méd)
ve formé& mod¥fe zbarveného amorfniho pras-
ku.

Podobnym zplischem se z diive piFeché-
zejicich frakci zregeneruje 280 mg nezrea-
gované kyseliny bleomycinové (formy obsa-
hujici méd).

Ziskany dihydrochlorid bleomycinu NK
631 (forma obsahujici m&d) méd ndasledujici
spektrdlni a antimikrobidlni charakteristiky:

Absorpéni maxima v ultrafialové oblasti:

1% ; 3
Amax (NM) E 1em destilovand voda

242 (151)
292 (121)

Antimikrobidlni mohutnost: 8 100 j/mg
Poznémka:

Antimikrobidlui mohutnost byla stanove-
na za pouZiti Mycobacteria smegmatis ATCC
607 jako testovaciho mikroorganismu, ve
srovnani s antibakteridlni mohutnosti bleo-
mycinu Az (formy prosté médi) rovné 1000
j/mg. Stejnym zplisobem byla testovdna an-
timikrobidlni mohutnost u niZe uvedenych
bleomycini.

Stupeil B: Roztok 10 g dihydrochloridu
bleomycinu NK 631 (formy obsahujici m&d)
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ve 200 ml destilované vody se nalije na slou-

pec Amberlitu ® XAD-2, pFipraveny nasus-

pendovanim 600 ml iontomé&nife v destilova-
né vod8. Sloupec se postupnd promyva 2
litry 5% vodného roztoku EDTA.Nagz, 2,5 lit-
ry 5% vodného roztoku siranu sodného a
630 ml destilované vody. Poté se produkt
ze sloupce eluuje 0,0025 N roztokem kyseli-
ny sirové ve smési methanolu s vodou (1 :
: 1, obj/obj). Jimaji se frakce obsahujici 14t-
ku vykazujici absorpei v UF oblasti p¥i 290
nm (celkem 900 ml). Ze spojenych frakci se
oddestiluje methanol, zbyvajici vodny roz-

tok se upravi Dowexem ®44 {v OH™ for-

mé&) na pH 6,0 a rozpousdtddlo se odstrani
lyofilisaci. Ziskd se 9,3 g (vytéZzek 95 Up)
monosulfatu bleomycinu NK 631 (formy
prosté médi] ve formé svétle ¥lutobile zbar-
veného amoriniho praSku. Uvedeny produkt
mé ndsledujici spektrdlni aantimikrobidlni
charakteristiky:

Absorpéni maxima v ultrafialové oblasti:

/lmax [nrn ]
290

1%
E 1em 0,1 N HC1

(106)
Antimikrobidlni mohutnost: 7 865 j/mg.
Priklad 2

Synthesa dihydrochloridu NK 631 {formy
obsahujici m&d)

K roztoku 15 g kyseliny bleomycinové
(formy obsahujici mé&d) ve 40 ml destilova-
né vody se za michdni, pii teplotd 26 °C,
pfidd 800 mg ¢inidla NEPIS, pFiemZ se pH
reak¢ni smési udrZuje pfiddvanim 0,01 N
vodného roztoku hydroxidu sodného v roz-
mezi 4,8 aZ 5,5. Po 30 minutich se ke smdsi
prida roztok pfipraveny rozpu§tdnim 1,8 g
aminoslouceniny ve 20 ml destilované vody
a upravenim pH kyselinou chlorovodikovou
na hodnotu 7,0. Reakéni smé&s se nechd st4t
20 hodin pfi 26 °C a pak se k roztoku za mi-
chéani pridd 600 m! chladného acetonu. Vy-
louéend sraZenina bleomycinovych sloZek se
odfiltruje, promyje acetonem, rozpusti ve
30 ml destilované vody a roztok se ihned
okyseli 0,1 N kyselinou chlorovodikovou na
pH 6,0. Ziskany vodny roztok se &isti zpfi-
sobem popsanym ve stupni A piikladu 1 a
ziskd se 932 mg (vytéZek 53 %) dihydro-
chloridu bleomycinu NK 631 (formy obsahu-
jici mé&d) ve formé& modfe zbarveného a-
morfniho pr4sku vykazujiciho antimikrobi4l-
ni mohutnost rovnou 8 073 j/mg.
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Priklad 3

Synthesa dihydrochloridu NK 631 (formy ob-
sahujici mé&d)

K roztoku 1,5 g kyseliny bleomycinové
(formy obsahujici mé&d) ve 40 ml dimethyl-
sulfoxidu se pri teplot& 30°C, za michéni,
prida 740 mg N-ethoxykarbonyl-2-ethoxy-1,2-
~-dihydrochinolinu a 0,1 ml N-methylmorfo-
linu. Roztok se michd 30 minut, pak se za
stdlého michani pFidd 530 mg aminosloule-
niny a smés se nechd stdt 3 hodiny pfi 30
stupnich Celsia. Bleomycinové sloZky se za
michéani vysréZi pfiddnim 600 ml chladného
acetonu, sraZenina se odfiltruje, promyje
acetonem, rozpusti ve 30 ml destilované vo-
dy a roztok se ihned okysell 0,1 N kyseli-
nou chlorovodikovou na pH 6,0. Ziskany vod-
ny roztok se zpracuje zplisobem popsanym
ve stupni A piikladu 1 a ziskd se 809 mg
(vytéZek 46 %) dihydrochloridu bleomyci-
nu NK 631 (formy obsahujici méd) ve for-
mé modFe zbarveného amorfniho prasku,
ktery vykazuje antimikrobidlni mohutnost
8 028 j/mg.

P¥iklad 4

Synthesa dihydrochloridu NK 631 (formy ob-
sahujici méd)

K roztoku 1,5 g kyseliny bleomycinové
(formy obsahujici mé&d) ve 40 ml destilova-
né vody se pii 27 °C ptfida 1,2 g hydrochlo-
ridu 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)kar-
bodiimidu a smé&s se okyseli 0,1 N kyseli-
nou chlorovodikovou na pH 4,5. Poté se pfi-
da 530 mg aminoslouceniny, pH roztoku se
upravi 1 N Kkyselinou chlorovodikovou na
hodnotu 5,0 a sm&s se nechd stat 20 hodin
p¥i 27 °C. K reakén{ smési se za michéni pfi-
d4 400 ml chladného acetonu a vysrdZené
bleomycinové sloZky se odfiltruji a promyji
acetonem. Surovy produkt se rozpusti ve 30
ml destilované vody a roztok se ihned upra-
vi 0,1 N hydroxidem sodnym na pH 6,0. Zis-
kany vodny roztok se Cisti zplisobem popsa-
nym ve stupni A pfikladu 1 a ziskd se 440
mg (vytéZek 25 %) dihydrochloridu bleomy-
cinu NK 631 (formy obsahujici méd) ve for-
mé modPe zbarveného amorfniho préasku,
ktery vykazuje antimikrobidlni mohutnost
7 985 j/mg.

P¥iklad 5

Synthesa dihydrochloridu NK 631 (formy
obsahujici méd)

K roztoku 9,0 g monohydrochloridu 3-N-
-benzoylaminopropylesteru kyseliny bleomy-
cinové (formy obsahujici m&d} se za chla-
zeni na 0°C pridd 9,16 g aminoslouceniny.
Reakéni smé&s se michd 40 hodin pfi 0°C a
pak se piidd dostatetné mnoZstvi chladneé-

Pyl

ho acetonu, kterym se vysrdZi reak¢ni pro-
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dukty. SraZenina se odfiltruje, promyje ace-
tonem a rozpusti v 300 ml destilované vedy,
Roztok se ihned okyself 0,1 N kyselinou chlo-
rovodikovou na pH 6,0 a nalije na sloupec

pFipraveny z 1 litru CM-Sephadexu

C-25 (NHs* forma) rozmichaného v 0,056 M
vodném roztoku chloridu amonného. Slou-
pec s naadsorbovanymi bleomyciny se pro-
myva 10 litry vodného roztoku chloridu a-
monného, jehoZ koncentrace se kontinualné
zvySuje z 0,05 M aZ na 1,0 M. Nezreagovany
3-N-benzoylaminopropylester Kyseliny bleo-
mycinové se vymyvd ze sloupce roztokem
chloridu amonného o koncentraci asi 0,2 M,
a bleomycin NK 631 chloridem amonnym o
koncentraci asi 0,45 M. Frakce obsahujici
tyto bleomyciny, vykazujici absorpci v UF
oblasti pFi 272 nm, se separdtné spoji. Podil
obsahujici bleomycin NK 631 se nalije na
sloupec iontomé&nitové pryskyfFice, pFiprave-

ny z 1,3 littu Amberlitu () XAD-2. Sloupec

se promyje dikladn& vodou a produkt se
eluuje 0,01 N roztokem Kkyseliny chlorovo-
dikové ve smési methanolu s vodou (4 : 1,
obj/obj). Jiméa s celkem 2,5 litrt mod¥e zbar-
venych frakci, které vykazuji absorpci v UF
oblasti spektra pfi 292 nm. Ze spojenych
frakci se oddestiluje methanol, zbyly vod-
ny roztok bleomycinu se upravi Dowexem

(® 44 (v OH- form&) na pH 6,0 a pak se

lyofilisuje. Ziskd se 8,2 g (vytéZek S0 %)
dihydrochloridu bleomycinu NK 631 (formy
obsahujici mé&d) ve formé& modfe zbarvené-
ho amorfniho prasku, ktery vykazuje anti-
mikrobidlni mohutnost 8 030 j/mg.

Podobnym zplisobem se z dFive piechaze-
jicich frakci ziskd 910 mg nezreagovaného
monohydrochloridu 3-N-benzoylaminopropyl-
esteru kyseliny bleomycinové (formy obsa-
hujici méd).

Priklad 6

Synthesa N-[ (S)-1’-fenylethyl]-1,3-diamino-
propanu (,,aminovslouéenina”]

K 50 g (S)-1-fenylethylaminu se za chla-
zeni na 0°C a za michdni pfidd 33 g akrylo-
nitrilu. Na.baiiku s reak¢ni smési se nasadi
zpétny chladi¢ opatfeny chlorkalciovym uzé-
vérem a smés se za michéni zahriva 18 ho-
din na 93 °C. Po skonceni zah¥ivdni se pfe-
bytetny akrylonitril oddestiluje za sniZené-
ho tlaku a zbyvajici surovy produkt se pfe-
destiluje za sniZeného tlaku; jimd se frak-
ce vrouci pii 142 aZ 145°C p¥i 0,93 kPa.
Ziskd se 53,5 g 3-{(S)-1-fenylethylamino]-
propionitrilu.

Ziskany nitril se vnese do hydrogenatniho
autokldvu, ptridd se 5 g Raneyova niklu W-7
a 50 ml ethanolu obsahujictho 15 % amo-
niaku a smés se hydrogenuje, za michdni
rychlosti 1000 otafek za minutu, pii teplo-
t8 50 aZ 58 °C, vodikem pod parcidlnim tla-
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kem 10 aZ 4 MPa po dobu 1,5 hodiny. Po
skonfeni hydrogenace se reakéni smds des-
tiluje za sniZeného tlaku a jimd se frakce
vrouci pii 95 aZ 103°C p¥i 0,27 kPa. Ziskd

se 48,3 g N-[(S]}-1’-fenylethyl]-1,3-diamino-
propanu (vyt&Zek 66 % teorie, poditdno na
vychozi (S)-1-fenylethylamin]).

PREDMET VYNALEZU

1. Zptisob vyroby 3-[(S)-1’-fenylethylami-no]propylaminobleomycinu vzorce I

g
=
Tz
.\'ﬁ
:L'\l
S
I
=
/
0=0 X
| %]
2= T
—U)
2=
.
n
s
”n
=0 I
\x £
xr X
0-0
7/ N
-2 O-x
\
L =0 ~
I X Gt =
h o-Q 3 3
I'd
BN 3-5 T CIJ‘Q :OE\ T
UL IS . C Y,z 2
X -x_ 7/ -
-5 T ].-< -G G-O o
Nyt Ry 2 0 o3&
9 Qo LR r o N\
-2 O-Z X Nood. o x hd
N 2= Iﬂ \\\ -
/U~<\ / © /08 /(J
0=0-0 Z -0 -U\‘II'
Lo R \ 200
2 1 I o ~
A 2 X T
X Q



2

29

05126

30

a jeho netoxickych soli, vyznacujici se tim, Ze se Kkyselina bleomycinuovd vzorce II

9 G
HN-C K CHy NH
H.C N-CHy G
“CH 0 9
N%\IN CHy Q N C-OH"
~ HO, N Cw l
CHy N, . -Cxp-CH CH,  CH, I 1
CH N C it A
H
,CH

o c
H/bHH ioH \\O'F:C\C“;,OH
{
/C | N
1.0 H
OH ]
PO

uvede do reakce s N-[(S)-1’-fenylethyl]-1,3-
-diaminopropanem v prostfedi rozpoustédla
a v piitomnosti aktiva¢niho ¢inidla, pfi tep-
lot& 0 aZ 30°C po dobu 1 aZ 24 hodin, nebo
se kyselina bleomycinovd uvede do reakce
nejprve s aktivanim Cinidlem a potom s N-
-[ (S)-1’-fenylethyl]-1,3-diaminopropanem
za uvedenych reakénich podminek, a ziska-
ny produkt se popiipadé pfevede plisobenim
kyselinou na p¥isludnou netoxickou stl.
2, Zplsob podle bodu 1 vyznacujici se na
jeden ekvivalent kyseliny bleomycinové po-

uZivd 1 aZ 10 ekvivalenti N-[(S]-1’-fenyl-
ethyl]-1,3-diaminopropanu.

3. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se tim,
e se jako rozpousStddla pouZivd ‘vody, me-
thanolu, dimethylformamidu, dimethylsulfo-
xidu nebo jejich smési.

4, Zplisob podle bodli 1 aZ 3 vyznalujici
se tim, Ze se ziskany produkt prevede pii-
sobenim kyseliny chlorovodikové, kyseliny
sirové nebo kyseliny octové na piisluSnou
netoxickou sl

3 listy vykresit

Severografia, n. p.,

z&vod 7, Most
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