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Vynédlez se it§kd zplsobu vyroby novych

vyroby mdlo toxickych mnovych (amido)N-
(amido )N-substituovanych bleomycind.

-substituovanych bleomycini obecného vzor-

Zv14s§t8 se vyndlez tykd nového zplsobu cel
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kde ' Ri znamend cykloalkylovou skupinu s aZ

13 atomy uhliku, alkylovou skupinu s 1 aZ

BM znamend zbytek bleomycinového ske-
letu,

X znamend alkylovpu skupinu se 6 aZ 10
atomy uhliku nebo alkylovou skupinu se 2
aZ 6 atomy uhliku substituovanou mono- ne-
bo di(Ct-Cs)alkylaminovou skupinou, fenyl-
ethylaminovou skupinou mebo N-methyl-N-
-[3-(2-/p-chlorfenyl/ethyl Jaminopropyl]ami-
novou skupinoy,
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5 atomy uhliku majici fenylovy substituent,
ktery miZe byt substituovdn atomy haloge-
nu, nebo fenylovou skupinu, kterd miazZe byt
substituovdna alespoil jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici atomy ha-
logenu, kyanoskupinu a benzyloxyskupinu,
a

Rz znamend atom vodiku, benzylovou sku-
pinu nebo dibenzyloxybenzylovou skupinu.
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Bleomyciny jsou karcinostatické latky,
které byly objeveny v roce 1966 Umezawou,
jednim z autori prFedloZeného vyndlezu, a
spolupracovniky (Umezawa a kol.,, Journal
of Antibiotics, 19A, str. 200 /1966/). Jsou
produkovany mikroorganismem Streptomy-
ces verticillus [Actinomycet) a jsou to ba-
zické, ve vodé rozpustné glykopeptidy, které
jsou schopny snadné komplexace s jednim
atomem dvojmocné medi.

Obvyklou kulturou je produkovdno 16
bleomycint, které byly izolovdny (napfiklad
Umezawa a spol., Journal of Antibiotics 194,
210 /1966/).

Z tdchto bleomycini bleomiciny Ai, Ag,
A5, Bz a demethyl-A2 ve formé, kterd neob-
sahuje atom madi, jsou jako smés (odtud

4

Podrobné&ji — bleomyciny jsou s Usp&chem
pouZivdny predevS§im pfi 1é€eni squamosni-
ho buné&&ného karcinomu, dile pak rakovi-
ny ktZe, hlavy a krku, rakoviny plic a ma-
ligniho lymphonu.

Rizné bleomyciny jsou popsény také v
USA patentu & 3922282 a v obnoveném
USA patentu &. 30 451.

Bleomyciny, které obsahuji atom médi, se
obvykle. vyrdb&ji fermentaci. Bleomyciny,
které neobsahuji atom mé&di, se vyrabgji od-
stran&nim atomu médi z bleomycind tento
atom obsahujicich. Termin ,,bleomycin®, jak
je zde pouZivan, znamend ob& formy, jak
s atomem médi, tak i bez tohoto atomu, bez
dals{ specifikace.

ndzev bleomycinovy komplex) Siroce pouZi- Bleomyciny jsou sloufeniny obecného
vany v oblasti terapie rakoviny. wzorce II
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kde R znamend koncovy aminovy zbytek
bleomycinu, v pfipadé formy obsahujici méd
je atom médi vynechdn.

Tyto wySe wvedené bleomyciny vykazuji
vyborné ufinky, nicméné vSak zplsobuji i
vedlejsi G&inky, jako je pulmonédrni toxici-
ta, které zdvisi na zplisobu jejich aplikace.
Z T'oho,to dlivodu je nyni jejich aplikace o-
mezena. Je proto Zddouci vyvoj bleomycint,
které by m&ly menSi vedlejdi d&inky.

S cilem (pFipravit tyto l4tky na zdkladé

CONH NH
LI | ;'
NH
AN TN
CH CH&

l‘? \,g

kde

BM a X maji vySe uvedeny vyznam, s al-
dehydem obecného vzorce IV

RiCHO (1V)
kde

R1 méd vySe uvedeny vyznam a jpopripadé@
se ziskan4 sloufenina pfevede na jinou slou-
¢eninu obecného vzorce I, kde substituenty
Ri a Rz maj{ jiny vySe uvedeny wyznam.

Zbytek bleomycinového skeletu oznaleny
BM v obecném vzorci I predloZeného vyné-
lezu je C4st oznafend prerulovanymi Céra-
mi v obecném vzorci II bleomycinlt a zahr-
nuje jak formu obsahujict méd, tak formu
prostou médi.

Aldehydy obecného vzorce IV pouZité v
tomto vyndlezu zahrnuji cykloalkylaldehydy
s a% 13 atomy uhliku a zejména cyklopentyl-
aldehyd, cyklooktylaldehyd, cyklododekan-
oylaldehyd, cykloundekanoylaldehyd atd.

Fenylsubstituované nasycené alifatické
CONH
i3
| N
% wm cgz'
e e CHy ' COOH

CO-NH-(C

rozsahlé studie, auto¥i vyndlezu jiz drive
vynalezli amido(N)-substituované bleomyci-
ny uvedeného .obecného vzorce I.

Vysledkem dalSich studii autord je zjists-
ni, Ze amido[N}-substituované bleomyciny
ocbecného wzorce 1 lze vyrobit ve velkém
mnoZzstvi reduktivni kondenzaci amido(N])-
-substituovanych derivdtd 3-{N-methyl-N-
-/3-aminopropyl/amino ) propylaminobleomy-
cin@t obecného vzorce III

CO-NH-X

1"_.1_1:—1——

CHy
H, 5N-(CH, b= NH,

(1)
aldehydy, jejichZ samotny fenylovy substi-

tuent miZe nést substituenty, zahrnuji na-
sycené alifatické aldehydy s 1 aZ 5 atomy

-uhliku, majici fenylavy substituent, jako je

fenylacetaldehyd, fenylethylaldehyd a halo-
gensubstituované fenylacetaldehydy (napfi-
klad chlorfenylacetaldehyd).

Benzaldehydy zahrnuji.napfiklad benzal-
dehyd, halogenbenzaldehydy (nap¥iklad p-
-chlorbenzaldehyd, m-brombenzaldehyd},
kyanobenzaldehyd a benzyloxybenzaldehydy
(napfiklad myp-dibenzyloxybenzaldehyd].

Sloudeniny obecného wzorce III pouZité v
pfedloZeném vynélezu jako vychozi mate-
ridl, mohou byt pfipraveny hydrolyzou 3-
-{N-methyl-N-/3-aminopropyl/amino }propyl-
aminoblecmycinu (ddle oznaCovan jako bleo-
mycin APMP) pouZitim bleomyecin inakti-

. vatniho enzymu (ddle uvadén jako inakti-

vaéni enzym; Umezawa a kol. Journal of An-
tibiotics, 27, 419, /1974/) za vzniku 3-[N-
-methyl-N-/3-aminopropyl/amino)propylami-
nodeamidobleomycinu {déle oznafovan jako
deamidobleomycin APMP) obecného vzorce

CHy

-I-CONH-{ CH,),JN ICH,)5NH,
BN———J\ I
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a pak kondenzac{ deamidobleomycinu APMP
s aminem obecného vzorce V

NHz—X (V)
kde

X mé vyznam uvedeny pod obecnym vzor-
cem I. ‘

Ve vyznamu X mohou byt uvedeny nepki-
klad alkylové skupiny se 6 aZ 10 atomy uh-
liku a alkylové skupiny se 2 aZ 6 atomy uh-
likit majici primdrni aminosubstituent.

Zv145t8 jsou vyhodné n-oktylovd, fenyl-
ethylaminopropylové, 3-{N-methyl-N-[3-(2-
-/p-chlorfenyl/ethyl Jaminopropyl Jamino}pro-
pylovd a di-n-butylaminopropylovd skupina.

Slou€eniny obecného vzorce lII mohou byt
pripraveny napfiklad nésledujicim zpiliso-
bem.

Hovézi jatra se zhomogenizuji s roztokem
fosfdtového pufru. Vznikly homogenizdt se
odstfedi pfi 8 000 ot/min. Supernatant se
dialyzuje proti roztoku fosfdtového pufru
za Gfelem ziskéni surového roztoku enzymu.

K surovému roztoku enzymu se pridd mé-
di prostd forma bleomycinu APMP rozpudté-
nd v roztoku fosfdtevého pufru. Tato smés
se nechd reagovat p¥i teplot& 35 °C. Reakéni
smés se zbavi proteint vhodnou metodou
(naptiklad se priddva kyselina trichlorocto-
vé4) ddle oznatovadna jako TCA (v mnoZstvi
asi 5 %, aby se vysrdZely proteiny. SraZeni-

na se adstrani odstifed&nim, promyje se pak

3X 5% TCA, supernatan a promyvaci teku-
tiny se spoji). - :

Po neutralizaci se pridd octan médnaty k
reak&ni smési prosté proteinidt tak, Ze octan
" meé&dnaty je v pfebytku vzhledem k bleomy-
cinu, aby pozadovany produkt byl pfeveden
do formy cheldtu s mé&di.

Roztok m&dnatého cheldtu se pak odsoli
tak, Ze se vlije na kolonu plné&nou adsorpéni
pryskyfici Diaion® HP-40 s destilovanou vo-
dou, kde se jpoZadovany produkt adsorbuje.

Po vymyti solf destilovanou vodou se pro-
vede eluce smdsi 1/50N vodnym roztokem
kyseliny chlorovodikové a methanolu {1:4
obj./obj.].

Frakce majici absorpfni maximum pii vi-
nové délce asi 290 nm se shromdZdi. Po ne-

utralizaci anexem Dowex® 44 (OH typ, vy-

robeno Dow Chemical Co.) se spojené frak-
ce zkoncentruji za sniZeného tlaku a lyofi-
Hzuji. ]

Ziskany prd3ek se rozpust{ v destilované
vod8. Vznikly roztok se wlije za 0&elem ad-
sorpce na kolonu pln&nou CM-Sephadexem®
C-25 (Na* typ, vyrobenédho Pharmacia Fine
Chemicals Co.) pfedtim uvedeného do rov-
novdZného stavu 1/20 M roztokem pufru ky-
seliny octové s octanem sodnym o pH 4,5.

Eluce se provede metodou linedrniho kon-
centradniho gradientu, p¥l které se konti-
nuglng pr¥iddva chlorid sodny k vySe uvede-
nému roztoku pufru k postupnému zvySeni
koncentrace sodnych iontt na 1,0 M. Modra-

vé fialové frakce poZadovaného produktu
se shroméZdi. '

Spojené frakce se zbavi soli stejnym od-
solenim pomoci Diaionu® HP-40 pouZitym
ditve a pak se lyofilizuj{, ¢imZ se ziskd
modry amorfni prédSek formy deamidobleo-
mycinu APMP obsahujici mé&d.

Takto ziskany deamidobleomycin APMP se
pak kondenzuje s aminem obecného vzorce
V pouZitim zndmych metod pro tvorbu ami-
dového Fet8zce kyselin, jako je metoda po-
psand v USA patentu & 4195 018 a pak, je-li
to nutné, odstrani se méd k ziskdni reakéni
smési obsahujici sloueninu obecného vzor-
ce IIL .

'Ve vy3e uvedené kondenzadni reakci se
uZivd kondenzacnich €inidel jako je cyklo-
hexylkarbodiimid, 1-ethyl-3-(3-dimethylami-
nopropyl)karbodiimid, 1-cyklohexyl-3-(2-
-morfolinoethiyl}karbodiimid, diisopropyl-
karbodiimid, difenylfosforazidat (DPPA), di-
ethylfosforokyaniddt (DEPC), 6-chlor-1-p-
-chlorbenzensulfonyloxybenztriazol {CCBT)

a podobné.

Spolu s vySe uvedenymi kondenzacnimi
¢inidly mohou byt jpouZity pfidavné konden-
za¢ni 1atky jako je p-nitrofenol, o,p-dinitro-
fenol, pentachlorfenol, 2,4,5-trichlorfenol,
pentafluorfenocl, N-hydroxysukcinimid, “N-
-hydroxy-5-norbornen-2,3-dikarboxyimid, 1-
-hydroxybenztriazol a podobné.

Kondenzace se provadi v rozpoust&dle ja-
ko je voda, dimethylformaldehyd, acetonitril
nebo jejich -smds. Pracuje se p¥i reakéni
teploté od —20 do 50 °C, vfhodné —10 aZ-
30 °C. Doba reakce neni omezena, postadu-
je doba 1 aZ 70 hodin.

Sloudenina obecného vzorce III se izoluje
z reakéni smési nédsledujicim zplisobem. K
vySe ziskané reakéni smési se pridd orga-
nické rozpoust&dlo, jako je -aceton, ether a
podobnd k vysrdZeni poZadovaného produk-
tu. Pak se sraZenina rozpusti v destilované
vod&. pH roztoku se vpravi na hodnotu 6 a
zbavi se soli vlitim na kolonu napin&nou
adsorptivni pryskyfici, jako je Amberlite?
XAD-2 (vyrobce Rohm and Haas Co.} s des-
tilovanou vodou, kde se poZadovany produkt
adsorbuje.

Po vymyti soli destilovanou vodou se pro-

~ vede eluce okyselenym vodnym methanolem,

napiiklad smési 1/50 N vodného roztoku ky-
seliny chlorovodikové a methanolu (1:4
obj./obj.). Frakce s absorp¢nim maximem o-
kolo 290 nm se shromédZdi. Po neutralizaci
anexem, Dowex® 44 {OH typ, vyrobeny Dow
Chemical Co.) se spojené frakce zahusti a
lyofilizuji. Ziskd se surovy pra3ek sloudeni-
ny obecného vzorce III. -
. Déle je popsén postup, pfi kterém je vy-
pustén stupeii odsoleni. V tomto pfipadé se
uvedend sraZenina rozpusti v destilované vo-
d& a déle zpracovdvéd v nésledujicim stupni.
Vy¢Se ziskany pré&Sek se rozpusti v desti-
lované wod8. Roztok se vlije na kolonu na-
plnénou CM-Sephadexem® C-25 (Na‘t typ,
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vyrobce Pharmacia Fine Chemicals Co.),
ktery byl dfive uveden do rovnovaZného
stavu roztokem 1/20 M Kkyseliny octové —
octanu sodného (pufr) o pH 45 za Giéslem
adsorpce.

Eluce se provede metcdou lineérnfhe kon-
centratniho gradientu, pri které se Kkon-
stantné priddvd k vySe uvedenému roztoku

pufru chlorid sodny aZ k postupngmu zvy- .

Seni koncentrace sodnych iontdl na 1,0 M.

ProtoZe nezreagované latky a vedlejsi pro-
dukty se eluuji dfive, lze je separovat a
odstranit pouZitim ultrafialového absorpéni-
ho monitoru. JestliZe frakce poZadovangho
produktu obsahuji nefistoty, opakuje se vy-
Se uvedend chromatografie, aby se %plné
odstranily negistoty.

Vyse uvedend chromatcgrafie miZe byt
nahrazena chromatografii za pouZiti adsorp-
tivni pryskyfice jako je Amberlite®? XAD-2.
Pii této chromatografii se vodny roztok su-
rového produktu vlije na kolonu plnénou
prysky¥ici, napfiklad s 1% vodnym roztokem
octanu amonného, za UGelam adsorpce po-
Zadovaného produktu.

Eluce se provede pomaci metody linedr-

niho koncentratniho gradientu, p¥i které se
k vySe uvedenému roztoku pufru priddava
methanol k postupnému zvySeni koncentra-
ce methanolu. ProtoZe se stdvé, Ze nezrea-
gované latky se eluuji d¥ive a vedlej$i pro-
dukty pozd&ji, 1ze je odstranit pouZitim ul-
trafialového absorpéniho monitoru.
- JestliZe se u frakci poZadovanégho produk-
tu zjistf, ¥e obsahuji nedistoty, opakuje se
uvedend chromatografie za tdelem uplného
odstrané&ni neéistot.

Ve uvedené dwva piediStovaci postupy lze
pouZit samostatng nebo ve vzdjemné kom-
binaci.

Takto ziskané frakce poZadovaného pro-
duktu se zbavi soli odsclenim za pouZiti
adsorptivni pryskyfice, jako je Amberlite?
XAD-2, jak je popsdno vySe a pak se lyofi-
lizuji. Ziskd se forma slouteniny obecného
vzorce III obsahujfci m&d jako modry a-
morfni prések.

Tuto formu obsahujici m&d lze pFevést na
formu prostou mé&di zndmym zpfisobem, ja-
ko je zplisob pouZivajici EDTA popsany v
USA patentu &. 3 929 993.

PFiklad konverze ma formu prostou medi

je popsdn niZe. Forma obsahujici mé&d se
rozpusti v destilované vodg. Tento roztck
se vlije za dfelem adsorpce ma kolonu na-
pln&nou Amberlitem® XAD-2 s destilovanou
vodou.
. Pryskyfice se promyje vodnym roztokem
obsahujicim chlorid sodny a 5% dvojsod-
nou sfil kyseliny ethylendiamintetraoctové
(d&le oznaovdna jako EDTA X 2 Na), pro-
to, aby mé&dnaty ion byl navdzdn pomoci
EDTA a forma prostd médi zdstala na meé-
nici.

Pryskyfice -se promyje chloridem sednym,
aby se odstranila EDTA X 2Na a dédle se
promyje destilovanou wodou. Nésledujict e-
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luce se provede okyselenym vodnym metha-
nolem, napiiklad smé&si 1/50 N vodného roz-
toku kyseliny cnlorovodikové a methanolu
{1:4 o»i/obj.) a shroma%di se frakce vyka-
zujicl absorpni maxinium pri vinové délce
2si 280 nm. pH spsjenych frakei se upravi
na hodnotu 6 pouZitim Dowexu?® 44 {OH typ,
vyrobce Dow Chemical Co.} @ pak se zahusti
za sniZeného tlaku a lyofilizuji za vzniku
bilého amorfniho pradku hydrochloridu mé-
di prosté formy sloueniny obecného vzorce
111,

JestliZe se ve vy3e uvedeném postupu mis-
tc vodného roztcku kyseliny chlorovodiko-
vé pouZije vodny roztok kyseliny sirové, zis-
ké se sulfat. Z toho je zFejmé, Ze vhodnym
vyb&rem kyseliny ve v{3e uvedené eluci, lze
ziskat sil s poZadovanou kyselinou.

Podle predloZeného vynélezu se déle re-
duktivng kondenzuje takto ziskand sloule-
nina obecného wzorce III s aldehydem obec-
ného vzorce IV.

Jako reduktivn{ ¢inidla pouZitd v této kon-
denzaci lze uvést borohydrosloudeniny (na-
priklad kyanohorohydrid sodny, borohydrid
sodn§, borohydrid lithny, borohydrid dra-
selny, bis(trifenylfosfin)tetrahydroborato-
méd atd.).

Katalvtickou redukci lze provést za pouZiti
katalyzateru, jako je palddium na uhli. Po-

“uZitim dvou nebo méné mol, vfhodné 1 aZ

1.5 mol. sldehvdu obecného vzorce IV na 1
moi slouleniny obecného vzorce I11I, wvznikd
slouenina obecného vzorce I, kde Rz zna-
menéd hlavné vodik. PouZitim 3 nebo wvice
mol vznikd slouenina obecného wvzorce I,
kde Rz znamend skupinu obecného vzorce
—CH2—R:, Po¥adovany piidavek aldehydu
pro pi¥ipravu sloufenin obecndho vzorce I,
kda Rz je vodik, je 1,2 mol a 5 aZ 15 mol,
vihodng asi 10 mol, pro ziskdni slouteniny
obecného vzorce I, kde R2 znamena4 skupinu
obecného vzorce —CH:z—Ri. V pFipads, Ze
aldehyd obecného wzorce IV, je slouteninou
obtiZn& rozpustnou v methanolu, jako je
m,p-dibenzyloxybenzaldehyd, miZe byt jeho
mnoZstvi sniZeno s tim, Ze bude prodlouZe-

- na reakéni doba.

VySe uvedené kondenzacni reakce nemaji
nijak omezeno pouZiti rozpoustédel, pokud
se itato neddastni reakce. Jako rozpoustédla
se uZivajl poldrni rczpoudtédla jako voda,
methano!, ethanol, dimethylformamid, dime-
thylsulfoxid, tetrahydrofuran a acetonitril a
jejich sm#&si. Reak&ni teplota je —5 aZ 80 °C,
b&Zné 0 aZ% 50 °C. ZvlaSté je Za&douci, aby
nro ziskdni slov€eniny, kde R2 znamend vo-
dik, byvla uZita teplota 0 aZ 25 °C a teplota
35 aZ 50 °C pro ziskdni sloufeniny, kde Rz

‘znamend skupinu cbecného vzorce

—CH2—R: pFi pouZiti aldehydu velké sté-
rické z&brany mnebo nizké rozpustnosti.
Vhodné reakéni deba je 3 aZ 70 hodin. Pfi
pouZiti aldehydu velké stérické zdbrany ne-

bo nizké rozpustnosti je vhodné&jsi reakéni
doba (napfiklad 150 hodin).




2410486

11

Z taktc ziskané reak&ni smé&si se izoluje
slouenina obecného vzorce I nésledujicim
zplsobem. V piipadé pouZiti borohydrido-
vé sloudeniny se upravi hodnota pH reakéni
sm&si na 1 kyselinou chlorovodikovou a mi-
chéd p¥i teploté mistnosti po dobu 5 aZ 10
minut tak, aby se rozloZilo reduktivni &inid-
lo pfidané v prebytku. Potcm se reakéni
smés zneutralizuje, zbavi methanolu desti-
laci za sniZendho tlaku, pomoci extrakce
etherem nebo butanolem ‘se zbavi pFebytku
" aldehydu a ketonu a odsolf se nasledujicim
zplsobem. Reakénf smé&s se vlije na kolonu
napln&nou adsorptivni pryskyfici jako je
Amberlite® XAD-2 (vyrobce Rohm and Haas
Co.) s destilovanou vodou za tG&elem adsorp-
ce pozadovaného produktu. Po vymyti soli
destilovanou vodou se provede eluce kyse-
lym vednym methanolem, napfiklad smési
1/50 N vcdného roztoku kyseliny chlorovo-
dikavé a methanolu (1:4 obj/obj.}, shro-
ma&Zdi se frakce obsahujici modry bleomyci-
novy derivat. Spojené frakce:-se, je-li to
nutné, neutralizuji anexem Dowex® 44 (OH
typ, vyrobce Dow Chemical Co.), zahusti se
za sniZeného tlaku a lyofilizuji za wvzniku
modrého pras§ku poZadovaného surového
produktu.
~ Dalsi pretiSténi se provede nésledujicim

zplsobem.

" Vyse uvedeny prdSek se rozpusti v desti-
‘lované vod#. Tento roztok se vlije na kolo-
nu naplngnou CM-Sephadexem® C-25 {Na*
typ, vyrobce Pharmacia Fine Chemicals Co.)
" piedtim uvedeného do rovnovaZného stavu
-1/20 M roztokem pufru kyselina octovéa-oc-
tan sodny o pH 4,5 za Ufelem adsorpce. E-
-luce se provede metodou linedrniho koncen-
tratntho gradientu, pFl které se postupné
lpridévé chlorid soudny k vySe uvedenému
~roztoku pufru, aZ k wpostupnému zvySeni

koncentrace Na* iontll na 1,0 M. Jestlize u
frakci poZadovaného produktu se zjisti ne-
" Eistoty, lze doplnit vySe uvedenou chroma-
‘tagrafu chromatografii za pouZiti adsorptiv-
- nf pryskyfice jako je Amberlite® XAD-2. Spo-
jené frakce se vliji na kolonu naplnénou
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pryskyrici, naptiklad se 4% vodnym roz-
tokem octanu amoného, za ufelem adsorp-
ce poZadovaného produktu. Eluce se prove-
de metodou linedrniho koncentradniho gra-
dientu, p¥i které se prib&iné pridavd k wy-
3e uvedenému roztoku pufru methanol k po-
stupnému zvySeni{ koncentrace methanolu.

. V tomto p¥ipad& se nezreagované latky elu-

ujl nejprve, sloudenina, ve které Rz je vo-
dik se eluuje jako dalSf a sloulenina, kde
Ri a Rz maji stejny vyznam, se eluuje jako
posiedni. Oddéleni t8chto frakci se spoleh-
livé provede ppouZitim ultrafialového -ab-
sorptniho ‘monitoru. JestliZe jsou ve frak-
cich pozadovaného produktu zjift&ny nelis-
toty, opakuje se vySe uvedend chromato-
grafie za Gfelem dplného odstran&ni nedis-
tot.

V tomto stupni lze kolonu CM Sephade-
xuR C-25 nahradit kolonou CM Sepharose®
CL-6B (vyrobce Pharmacia Fine Chemicals
Co.) nebo Toyopearl® 630 {vyrobce TOYO
SODA MFG C0.), nebo podobn& naplné&nou
kolonou a promytou methanolem. V tomto
pfipad& lze vynechat odsoleni po reakci.
Reakéni smds se pFimo vlije' na kolonu Zza
litelem adsorpce poZadovaného produktu.
Po vymyti ¢inidel atd. methanolem se eluce
provede vodnyin roztokem methanolu ob-
sahujicim 0,1 M <chlorid sodny. Spojené
frakce se chromatografuji na Amberlitu®
XAD-2. .

Spojené frakce poZadovaného produktu.
pfipravené timto zphsobem se odsoll pomo-
ci Diaionu® HP-40 pouZitého vy3e a pak se

lyofilizuji za ziskdni formy (amido)N-sub-

stituovaného blecmycinu obecného vzorce I
obsahujiciho m&d ve form& modrého amort-
niho présku.

Formu -obsahujici méd (amido)N-substi-
tuovaného bleomycinu takto ziskanou lze
zbavit m8di vySe popsanym zplsobem za
vzniku jpoZadované soli m&di prosté formy
ve formé& bilého préSku.

Typické pfiklady sloudenin podle vyndle-
ZU jsou uvedeny v tabulce I a jejich fyzi-
ké&ln8-chemické vlastnosti v tabulce 2
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sloutenina 6.
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nézev sloufeniny

zkratka

1

10

11

12

13

3-{N-methyl-N-[ 3-(p-chlorbenzylamino}-
propyl}amino}-propylamino{amido}N-
-[3-{/S/-1'-fenylethylaminc)propyl]-BLM.

3-IN-methyl-N-[ 3-(p-chlorbenzylamino)pro-
pyllamino}propylamino{amido )N-[oktyl]-
-BLM

3-{N-methyl-N-[3-(2-/p-chlorfenyl/ethyl-
amino ypropyl]aminojpropylamino- (ami-
do}N-[3-(/S/-1"-fenylethylamino]jpropyl]-
-BLM

3-{N-methyl-N-[3-+(2-/p-chlorfenyl/ethyl-
amino)propyllaminoipropylamino-(ami-
do)N-[oktyl]-BLM

3-IN-methyl-N-[ 3-[p-kyanobenzylmethylami-
noJ}propyleminoiprepylamino- {amido)N-
-[3-{/S/-1'-fenylethylamino)propyl]-
-BLM

3-{N-methyl-N-[ 3-(p-kyanobenzylmethyl-
amino)propyl]aminofpropylaminoe- (ami-
do)N-[oktyl]-BLM

3-{N-methyl-N-{3-(cyklooktylmethylamino }-
propyl jamincjpropylamino-(amido)N-[ 3-
/S/-1'-fenylethyl jaminopropyl}-BLM

3-{N-methyl-N-[ 3-{ cyklooktylmethylamino}-
propyllaminojpropylamino- (amido ) N-
-[oktyl]-BLM

3-{N-methyl-N-[3-bis(m,p-dibenzyloxyben-
zylamino)propyl}aminojprcpylamino-

{amido)N-[3-(/S/-1'-fenylethylamino )pro-

pyl]-BLM
3-{N-methyl-N-[3-bis{m,p-dibenzyloxyben-
zylamino Jipropyl jJamino]propylamino-
(amido]N-[n-oktyl]-BLM
3-(N-methyl-N-[3-(2/p-chlorfenyl/ethyl-
amino Jpropyl Jaminolpropylamino(ami-
d0)N-{3-[N-methyl-N]-3-{ 2-/p-chlorfe-
nyl/ethylamino)propyl[amino]propyl}-
-BLM
3-{N-methyl-N-[ 3-(2-/p-chlorfenyl/ethylami-
no)propyl jamino}propylamino-(amido}-
N-[3-{di-n-butylamino)propyl]-BLM
3-{N-methyl-N-[3-(p-kyancbhenzylamino}-
propyllaminolpropylaminoe(amido }N-
-[3-(di-n-butylamino }propyl]-BLM

dMCLBZ-PEP

dMCLBZ-
0oCcT

dMCLPE-PEP
dMCLPE
dMCLPE-OCT

dMCNBZ-PEP

dMCNBZ-0CT
dMCO-PEP
dMCO-0OCT

dDD-PEP
dDD-0CT

dMCLPE-MCLPE

dMCLPE-EPA

dMCNBZ-BPA
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Tabulka 2 m
sloud. €. - zkratka UV absorpce formy chromatografie! elektroforéza*?
prosté meadi formy formy obsahujici
maximum pFi obsahujici méd mé&d, Rm
nm (E 1 %/1cm) na tenké vrstvé (Rm alaninu = 1)
' Rf
1 dMCLBZ-PEP 289 (90) 0,53 1,16
2 dMCLBZ-0OCT 290 (88) 0,50 1,08
3 dMCLPE-PEP 290 (79) 0,53 1,04
4 dMCLPE-OCT 290 (85) 0,52 0,96
5 dMCNBZ-PEP 291 (93) 0,69 1,10
) dMCNBZ-0CT 292 (94) 0,58 0,95
7 dMCO-PEP 291 (89) 0,53 1,06
8 dMCO-0CT 291 (83) 0,42 0,96
9 dDD-PEP 285 (74) 0,09 0,93
10 dDD-QCT 285 (76) 0,04 0,64
11 dMCLPE-MCLPE 290 (79) 0,25 1,20
12 dMCLPE-BPA 290 (83) 0,60 1,11
13 dMCNBZ-BPA 290 (81) 0,70 1,10
poznédmka:

*) Gilikagel 60F Silanized® (Merck Co.); methanol- 6% octan amonny (60:40 obj./

f/obi.)
*2) Avicel SF? (FMC Co.); kyselina mravengi
/ahj.}, 800 V, 15 minut

Biologické vlastnosti, které byly testova-
ny na typickych sloudenindch podle tohoto
vyndlezu, jsou uvedeny niZe.

1. Antimikrobialni G€innostl na Mycobac-
terium Smegmatis ATCC 607 a Bacillus sub-
tilis. :

Antimikrobidlni udinnosti byly testovany
na uvedenych mikroorganismech razitko-
vou technikou na agarovych plotnach, Ugin-
nost byla stanovovédna vzhledem k tginnosti
standardniho vzorku bleomycinu Az {ve for-
mé, kterd meobsahuje méd), jehoZ u&innost
je 1000 ug/mg. ‘

2. U&inost inhibice rdstu kultury bunk
Hela Ss.

Buiiky HeLa S3 se naotkuji na médium
(MEM s 10 % hov&ziho séra) v plastickych
Petriho miskédch. Dva dny po naofkavani se
pfidd k médiu testovany bleomycin. V inku-
baci se pokratuje daldf tfi dny, pak se spo-

—kyselina octovéd—voda (27 : 75 :900 obj./

¢itajl buitky. Procentudlni inhibice rastu se
vypo&te podle nésledujici rovnice:

Procentudlni inhibice ristu (v %) =
= 100 X /B—A/) /B—C/,

kde ' g

A znamend konetny pctet bundk t¥eti den
po pridéni testovaného vzorku,

B znamend koneny potet bundk kontrol-
niho vzorku (bez pridani testovaného vzor-
ku) a

C znamen4 pofet bungk v dob& plridani
testovaného vzorku.

IDso {koncentrace zpOsobuji 50 % inhibi-
ci) se vyhodnot{ z kfivky koncentrace vzor-
ku proti procentudlin{ inhibici.

Vysledky testd 1. a 2. jsou uvedeny v ta-

bulce 3.
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Tabulka 3 T o
sloud. €. zkratka antimikrobialni G&innost slouceniny
prosté médi {«g/mg) Koncentrace zpiso-
na Mycobacterium na Bacillus bujici 50% inhibici
smegmatis ATCC 607 subtilis riistu {IDs0)
Slouteniny prosté
madi vidi Hela S3
buiikédm {IDs0)
ug/ml
1 dMCLBZ-PEP 14,880 2,580 0,53
2 dMCLPE-OCT 38,200 1,808 0,43
3 dMCLPE-PEP 15,593 4,267 0,37
4 dMCLPE-OCT 38,750 1,898 0,23
5 dMCNBZ-PEP 21,877 11,056 0,60
6 dMCNBZ-0CT 49,270 281 ’ 0,28
7 dMCO-PEP 54,345 7.273 0,33
8 dMCO-OCT 63,733 5,473 0,23
9 dDD-PEP 115 23 0,058
10 aDD-0CT 153 13 0,30
11 dMCLPE-MCLPE 650 270 0,30
12 dMCLPE-BPA 31,690 3,690 0,40
13 dMCNBZ-BPA 14,730 4,755 1,10

3. pulmondarni toxicita {pulmondérni fibrosa)
u mysi

pro testy byly pouZity ICR mysi (samedci
ve staf{ 15 tydnil) ve skupindch po 9 mysich.
Kazda my$ dostévala denni dédvku 5 mg/kg
testovangého vzorku intraperitonedlni injek-
cf, jednou denng, po dobu 10 po sob& ndsle-
dujicich dnd. Od ukon&eni podavéni testo-
vaného vzorku byly mySi po dobu 5 tydnld
pozorovany, potom byly utraceny a pitvou
byl sledovan vyskyt a stupeil pulmondrni
fibrosy. Vyhodnoceni bylo d&lano na zékla-
dé porovndni poctu testovanych my$i trpi-
cich pulmondrni fibrosou a na zékladé stup-
né onemocnsni. Vysledky testu jsou uvede-
ny v tabulce 4.

Stupeit cnemocnéni je vyjadren giselnd
podle nasleduijici stupnice:

Potet bodlt

0 #z4ddna fibrosa
1 akumulace exudatu v pulmo-
" narnf alveoli a tibrose podob-

né zména v alveoldrnim septu

2 fibrosa v ndkolika oblastech

4 roztrouSend fibrosa

6 fibrosa na vice neZ dvou treti-
nach celkové plochy.

,,Pomsr" byl vypo&ten ze srovnanis ,,bleo-
mycinovym komplexem®.

Jak je zfejmé z uvedenych vysledkd, slou-
geniny podle tohoto vynélezu majl vysokou
inhibici rastu kultury Hela S3 bunék 1 wy-
snamnou antimikrobidlni Gdinnost a maijl
velmi nizkou pulmondrni toxicitu, coZ jsou
pozitivni fakta pro jejich pouZiti v Kklinic-
kych oblastech.

Vynédlez je dale ilustrovdn podrobngjl v
piikladech, neni viak jimi nikterak omezen.

Priklady
Stupeil A

Osmset grami terstvych hovézich jater se
homegenizuje v 16 1 0,05 M fosforetnano-
vého pufru o pH 7.2 Homogenizovand smes
se. odst¥eduje 30 minut pii 8 000 ot/min. Su-
pernatant se dialyzuje proti 0,03 M roztoku
fosforetnanového pufru za pouZitl celuls-
zové membrény.

pripravi se tak roztox surového enzymu.
K 32,7 g bleomycinu APMP se pridd 1,5 1
roztoku surovéhs enzymu. Smés se necha
reagovat pil 37 °C 24 hodin. K reakfni smé-
si se pridd 150 ml 55% kyseliny trichlor-
octové (déle uvadéna jako TCA), vysraZl se
protein. :

Srazenina se odstfedi a promyje se tfikréat
504 TCA. Supernatant a vsechny promyvaci
roztoky se spoji. Po neutralizaci 4 M hydro-
xidem sodnym, se spojené roztoky smisi s
5 g octanu msdnatého (1,2 ekvivalentu bleo-
mycinu}, vytvoil se komplex m&di s poza-
dovanym produiktem. ‘

Odsoleni se provede vlitim mé&dnatého kom-
plexu na kolonu o objemu 7 litrd plnénou
adsorptivni pryskyfict Diaion® HP 40 {vy-
robce Mitsubishi Chemical Co.} ve vod&.
Poradovany produkt se na kolon& adsorbu-
je. SQl se vymyje 14 litry destilované vody.

Fluce se jprovadi smési 1/S0N vodného

‘roztoku kyseliny chlorovodikové a metha-

nolu {1:4 obj/obj.). Frakce s absorpénim
maximem kolem vinové délky 290 nm se
shromézdi. Spojené frakce se neutralizuji
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Dowexem? 44 (OH typ, vyrobce Dow Chemi-
cal Co.) a pak se zahust{ za sniZeného tlaku.

Ziskany koncentrat se vlije na kolonu o
objemu 3 litr@ pln&nou CM Sephadexem
C-25 (Na* typ, vyrobce Pharmacia Fine Che-
micals Co.}, pfedtim uvedeného do rovno-
vd¥ného stavu roztokem 1/20M kyseliny

octové a octanu sodného (pufr o pH 4,5), po-

Zadovany produkt se adsorbuje.

Eluce se provadi metodou linedrniho kon-
centraéniho gradientu, p¥i -které se pridava
k tlumivému roztoku postupng chlorid sod-
ny a¥ do zvySeni koncentrace sodiku na
1,0 M. Modré frakce, které se eluuji pfi kon-
centraci sodfku asi 0,6 M se shroméZdi a
spoji. Spojené frakce se odsoli pomoci Dia-
ionu® HP 40 vy$e popsanym zplischem a pak
se lyofilizuji. Zisk4 se 21,7 g modrého a-
morfnfho prédsku mé&d obsahujici formy de-
amidobleomycinu APMP. Vgt&zek &ini 66 %.

Modry prasek vykazuje absorpéni maxima
(E 1%/ cm) pfi 241 nm (127) a 292 nm
(104}, m&feno v destilované vod&.

Pra3ek vykazuje :absorpce v infraderveném
svétle (cm~1) mgfeno metodou KBr-tablety
pFi 3350, 1725, 1650, 1560, 1460, 1380,
1200, 1140, 1100, 1060, 1020, 990, 880 a
770.

Dal3i fyzikdln&-chemické vlastnosti jsou
uvedeny v itabulce 5.

Stupeil B

Ve 100 ml dimethylformamidu se rozpusti
5 g m&di obsahujici formy deamidebleomy-
cinu APMP ziskaného ve stupni A a 8,3 g
(10 ekvivalentl vzhledem k bleomycinu)
hydrochloridu 3-(/S/-1'-fenylethylamino])-
propylaminu (dédle oznadovdn jako PEP-
-amin-hydrochiloridj.

K vyslednému roztoku se po ochlazeni
na 0 °C za michénf pridd 13,4 g (30 ekviva-
lentlt vzta¥eno na mol bleomycinu) 1-hydro-
xybenztriazolu a 3,63 ml N-methylmorfolinu
a pak 6,8'g (10 ekvivalentl na mol bleomy-
cinu) dicyklohexylkarbodiimidu. Smés se
pak nechd reagovat pfi teplot& mistnosti za
michén{6 hodin.

K reakdtni smési se pfidd desetindsobny
roztok acetonu. PoZadovany produkt se vy-

Tabulka 5

Pfipravend sloutenina

Chromatografie na tenké
vrstvd®! formy obsahujici
: méd, Rf _
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srdZl. Po promyti acetonem se sraZenina
rozpust! v destilované vod&. Roztok se vlije
na kolonu objemu 500 ml! napln&nou CM
Sephadexem C-25 (Na't typ, vyrobce Phar-
macia Fine Chemicals Co.), pfedtim uvede-
nym do rovnovaZného stavu pufrovacim roz-
tokem 1/20 M kyseliny octové — octanu sod-
ného o pH 4,5.

Produkt se adsorbuje. Eluce se provadi
metodou linedrniho koncentraéniho gra-
dientu, pFi které se k roztoku pufru pfiddva
chlorid sodny do dosaZen! koncentrace so--
diku na 1,0 M. Modré frakce eluované pii
koncentraci sodiku asi 0,7 M se shroméZdi
a spoiji. .

Spojené frakce se cdsoli pomoci Diaionu®
HP-40 (500 ml) vySe popsanym zpiisobem a
pak se lyofilizuji. Ziskd se 3,3 g méd obsa-
hujici formy 3-{N-methylaminopropyl)-ami-
nopropyl/amido/N-[3-(/S/-1'-fenylethylami-
no}propyl]bleomycinu (déle oznafovén jako
dAPMP-PEP) ve form#& modrého amorfniho
préasku.

Vytézek &ini 66 %. Tento produkt vyka-
zuje UV absorpéni maxima (E 1 %/1cm) p¥i
mé&fen! v destilované vod# p¥i 241 nm (108)
a 292 nm (87). Produkt vykazuje IR absorpg-
ni maxima (vinovd délka, cm~!) pfi méfent
metodou KBr-tablety pii 3 350, 1725, 1 645,
1560, 1460, 1380, 1250, 1140, 1100, 1060,
1015, 990, 880, 765 a 700.

Dal¥i fyzik4dln&-chemické vlastnosti jsou
uvedeny v tabulce 5. .

Ve vySe uvedeném stupni B se nahradi
PEP-amin-hydrochlorid a N-methylmorfolin
n-oktylaminem, &imZ se zisk& 3-(N-methyl-
aminopropyl Jaminopropylamino-/amido/N-
-(n-oktyl}-bleomycin (d&le oznafovdn jako
dAPMP-OCT).

Tento produkt vykazuje UV absorpéni ma-
xima (E 1 %/1 cm) pfi m&Feni v destilované
vod& pfFi 241 nm (118} a 292 nm (95).

Produkt vykazuje IR absorp&ni maxima
{vinovd délka cm~!} pifi mé&Feni metodou
KBr-tablety pfi 3350, 2940, 1720, 1640,
1555, 1 460, 1370, 1250, 1115, 1100, 1060,
1010, 995, 930, 880 a 760. .

Dal3i fyzik4ln8-chemické vlastnosti jsou
uvedeny v tabulce 5.

Elektroforéza*® formy
obsahujici mé&d, Rm
(Rm alaninu 1,0)

deamidobleomycin APMP
dAPMP-PEP
dAPMP-OCT

xL gilica Gel 60 F 254 Silanized® (Merck Co.),
m&feno ve smési methanol — 6% octan
amonny (60 : 40 obj./obj.);

0,93
1,17
1,00

*2 Avicel SFR (FMC Co.}, kyselina mravendi
— Kkyselina octovd —— wvoda (27 :75:900
obj./obi.}, 800 V, 15 minut.
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JestliZe se ve stupni B nahradi PEP-amin-
-hydrochlorid 3-(di-n-butylaminojpropylami-
nem nebo N-[3-[N-methyl-N-(3-/2-/p-chlorfe-
nyl/ethylamino)propyl }amino;propylami-
nem, ziskd se odpovidajici derivat dearmids-
bleomycinu APMP.

Stupeil C

Jeden gram mé&d obsahujici fcrmy dAPMP-
-PEP ziskané ve stupni B se rozpusti ve 100
mililitrech methanolu. PFidéd se 700 mg (asi
4 ekvivalenty vzhledem k bleomycinu) m,p-
-dibenzyloxybenzaldehydu.

Pak se pridd 46 mg (asi 1,3 ekvivalentu
bleomycinu] kyanoborchydridu. Smés se ne-
ché reagovat pii 40 °C 48 hodin. Reakéni
smés se pak vlije na kolonu ohjemu 100 ml
pln&nou CM-Toyopearl® 650 (Na* typ, vy-
robce TOYQO SODA MFG) pFedem promytou
methanolem.

PoZadovany produkt se adsorbuje. Kolona
se promyje 200 ml methanolu. Eluce se pro-
vede metodou linedrniho koncentra&niho
gradientu, pPl které se priddva postupnsd
500 ml roztcku methanol—voda (7 : 3), kte-
ry obsahuje 0,2M chloridu sodného k 500
milimetrim roztoku methancl—voda (7: 3).

130 ml modrych frakci, které se eluuji p¥i
koncentraci soli asi 0,12 M, se wlije na ko-
lonu cbjemu 160 ml plnénou Amberlitem®
XAD-2 za tCelem -adsorpce. Eluce se provadi

metodou linedrniho koncentraéniho gradien-

tu, pfi které se pfidava postupn® 1 litr me-
thanoln k 1 litru 0,05 M tiumivého roztoku
kyselina octovd—octan sodny o pH 4,5 za
linedrnihc riistu koncentrace methanolu.

. Modré frakce, které se eluuji pii koncent-
raci methanolu asi 90 %, se vliji na kolonu
cbjemu 100 ml plnénou .Amberlitem® XAD-2.
PoZadovany produkt se ‘adsorbuje. Po pro-
myti 200 ml vody se eluce provede smési
1/50 N kyseliny chlorovodikové a methanclu
_(1:4 cbj/ohi.).

Modré frakce se shromdézdi, spaii, neutld-
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lizuji Dowexem® 44 {OH typ, vyrchee Do
Chemical Co.) a zahusti do sucha. Zisk4 se
670 mg modrého prasku. Tento préSek se
rozpusti v 50 m! vody. Roztok se vlije na ko-
lonu chjemu 100 ml naplnénou Amberlitem®
XAD-2.

PoZadovany produkt se adsorbuje. Kolcna
se promyje 300 ml 5% roztoku {vcdného)
EDTA.2Na, 100 ml 2% vodného roztoku
chloridu sadného a 200 ml vody v uvedeném
pofadi. Pak se provede eluce smési 1/50 N
vodného rozteku kyseliny chlsrovodikové a
methanolu (1:4 obj./chj.).

Frakce vykazujici abscrpéni masimum pfFi
vinové délce kelem 290 nm. ]epoh pH se u-
pravi na hadnctu 6,0 pouZitim DowexuR 44
(OH typ] a lycfilizuji se. Ziskd se 640 mg
médi prosté formy hydrochloridu dDD-PEP
jako bilého amorfniho prasku. VytéZek &ini
64 %.

Tento produkt vykazuje absorpéni maxima
{UV) (E 1 %/1cm) p¥i m&feni v destilovans
vodé pii 285 nm (74,4). Produkt wykazuje
IR absomptni maxima [vinovd délka cm™!)
pfi méFfeni metodou KBr-tablety pFi 3 400,
2900, 1710, 1650, 1545, 1505, 1450, 1 380,
1260, 1135, 1060, 1010, 800, 730 a '690.

Dalsi fyzikdlné-chemické vlastnosti jsou
uvedeny v tabulce 1.

JestliZe se ve stupni C poufije jako vycho-
z{ bleomycin dAPMP-OCT a provede se vyie
uvedeny postup, ziskd se dDD-OCT.

JestliZe se ve stupni C1/ jako vychozi 14t-
ka pouZiji derivdly deamidcbleomycinu
APMP ziskané we stupni B odpovidajici po-
Zadovanym produktlim, 2/ pouZiji se latky
jako jsou aldehyd, cyklooktylaldehyd, p-
-chlorbenzaldehyd a p-kyanobenzaldehyd

odpovidajici poZadovanym ‘produktim, 3/ ty-

to aldehydy se pouZiji v mnoZstvi 1,2 mol na
1 mol deamidobleomycinového APMP deri-
vatu, 4/ a reakce se provede vy$e popsanym
zplsobem, ziskajl se produkty uvedené v
tabulce 1.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpdsob vyroby novych (amido]N-substituovanych bileor_nycinﬁ obecného vzorce. I

CoNm, ' NH

2
CHa N CH
PAN e ~
cH” cw, CO-NHx Ry
- CHy CHy.
CO-NH-(CH, )= N-(CH, )5 - R
PAKC)
N‘\ )\ l l RIEN-R,
M«_...
H (1)
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kde

Ri m4 vySe uvedeny vyznam
kde

BM znamend zbytek bleoniycinového ske-
letu,

X znamend alkylovou skupinu se 6 aZ 10
atomy uhlfku nebo alkylovou skupinu se 2
aZ 6 atomy uhliku substituovanou imono- ne-
bo di(Ci1-Cs)alkylaminovou skupinou, fenyl-
ethylaminovou skupinou nebo N-methyl-N-
-[3-(2-/p-chlorfenyl/ethyl Jaminopropyl Jami-
novou skupinou,

NH

22

Ri1 znamend cykloalkylovou skupinu s a%
13 atomy uhliku, alkylovou skupinu s 1 aZ
5 atomy uhliku imajici fenylovy substituent,
ktery mlZe byt substituovdn atomy haloge-
nu, neba fenylovou skupinu, kterd miZe byt
substitucvdna alespoil jednim substituentem
vybranym ze skupiny zahrnujici atomy ha-
logenu, kyanoskupinu a benzyloxyskupinu,
a ,

Rz znamend atom vodiku, benzylovou sku-
pinu nebo dibenzyloxybenzylovou skupinu,
vyznacujici se tim, Ze se (amido)N-subsiti-
tuovany derivdt 3-(N-methyl-N-/3-aminopro-
pyl/amino)propylaminobleomycinu obecné-
ho vzorce 111

(iONHa W,
CHo_ _NH_ CH
“Sen” R NCO-NHX

N
[l
N Ny
BM s>

BM a X maji v§Se uvedeny vyznam, neché
reduktivné kondenzovat s aldehydem obec-
ného vzorce IV :

kde

RICHO (1v)

kde

R1 mé vySe uvedeny vyznam a popiipadé
se ziskan4 slougenina pfivede na jinou slou-
eninu obecného wzorce I, kde substituenty
Ri1 a Rz majf jiny, v§Se uvedeny vyznam.

2. Zptisob podle bodu 1, vyznalujici se
tim, ¥e se pouZij{ odpovidajicim zpilisobem
substituované vychozi l4tky za vzniku slou-
denin obecného vzorce I, kde X znamend
oktyl, fenylethylaminopropyl, N-methyl-N-
-[3-(2-/p-chlorfenyl/ethyl Jaminopropyl]-
aminopropyl nebo dibutylaminopropyl.

" 3. Zpfisob podle bodu 1, vyznafujici se
tim, ¥e se pouZije odpovidajicim zplsobem
substituovanych vychozich 14tek za vzniku
sloutenin obecného vzorce I, kde X zname-
nd oktyl, fenylethylaminopropy!, N-methyl-
-N-[3-(2-/p-chlorfenyl/ethyl)aminopropyl]-
aminopropyl nebo dibutylaminopropyl, jako
aldehyd se pouZije cyklooktylaldehyd, halo-
genfenylacetaldehyd nebo dibenzyloxybenz-
aldehyd, a Rt znamend cyklooktylmethyl,
halogenfenylethyl nebo dibenzyloxyfenylme-
thyl.

4. Zptsob .podle bodu 1, pro vyrobu 3-|N-
-methyl-N-[ 3- (2-/p-chlorfenyl/ethylami-

CHg,

z
CO-NH-{CH,)5N-(CH, ) NH,

(1)

&

no)propyljaminopropylamino-(amido)-N-
-[3-(/S/-1'-fenylethylamino)propyl]-bleomy-
cinu, 3-{N-methyl-N-{ 3-{p-kyanobenzylami-
no)propyljamino}-propylamino-(amido)N-
-[3-(/S/-1'-fenylethylamino)propyl]-bleomy-
cinu nebo 3-{N-methyl-N-[3-(cyklooktylme-
thylamino)propyl Jamino}propylamino- (ami-
do)N-[3-(/S/-1"-fenylethylamino)propyl]-
bleomycinu, vyznadujici se tim, Ze se 3-(N-
methylamincpropylamino)propyl-{amido]-
N-[3-(/s/-1'-fenylethylamino Jjpropyl]-bleo-
mycin nechd reduktivn& kondenzovat s p-
-chlorbenzaldehydem, p-kyanobenzaldehy-
dem nebo cyklooktylaldehydem. :

5. Zphsob podle bodu 1 pro vyrobu 3-{N-

- -methyl-N-{ 3- (cyklooktylmethylamino)pro-

pyllaminojpropylamino- (amido)N-[oktyl]-
-bleomycinu, 3-{N-methyl-N-[3-{2-/p-chlor-
fenylethylamino/propyl)amino)propyllami-
no-{amido )N-[ oktyl]-bleomycinu, 3-{N-me-
thyl-N-[ 3-[p-kyanobenzylamino ) propyl}-
amino}propylamino-{amido}N-[okityl]-bleo-
mycinu nebo 3-{N-methyl-N-[3-bis(m,p-di-
benzyloxybenzyl Jaminopropyl]-amino}-pro-
pylamino-(amido)N-[n-oktyl]-bleomycinu,
vyznadujici se tim, Ze se 3-(N-methylamino-
propyl)-aminopropylamino- (amido)N-[n-
-okityl]-bleomycin nechd reduktivng konden-
zovat s cyklooktylaldehydem, p-chlorfenyl-
acetaldehydem, p-kyanofenylbenzaldehydem
nebo m,p-dibenzyloxybenzaldehydem.

6. Zplsob podle bodu 1 pro vyrobu 3-{N-
-methyl-N-[3-{2-/p-chlorfenyl/ethylamino }-
propyl jaminoj-propylamino-{amido JN-{3-
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{ dm-butyl o}.profpyl-b'leomycmu Rehg ¢l se tim, 3 -{ ~methy1amm‘0epr0a;
‘N-meth I-N-f -(D-kyanop, 8Ming )prg. ’ ami«nopropylamino~[amid-o}N-{3-[N~m-eth‘
pyl}ammo} D pylramin‘oq.amido} ~-[3-(di. -N-[ 3-( Z-Ap«chl.orfenyl/ethyl 1':n~o]pro,py1
-n-butylafmino}propyl}—bleomycmu, Vyzna- - mino]:pro;pyl}b Cin ha redukty
Cujict s tim, 3e S€ nechg redukstivné n- konde-nzov-at s p-chlorfenylacettaldehyde
denzovat3~[ dnethylannnopnopyl]annno- - Zplispp bcdle body Pro VYroby 3
Ipropylramino{amido}N-(3~/ '-n-butlyami- -mathy1~N~[3-bi (m,p dlbenzyloxybenzy1}~
noﬂpropyll-bleomycin S p~chlorfenyiacet.a1- aminopnqpyl]va.mino,’propyl-ami-n&(, Mido jp
de,hydem 1ebo p. Yano enzaldehy.-dem. ~[:n-ok'ty1]-b1e»omy iny, vyznaéujz‘ci se
7. Zplisop podle body 1 pro V¥roby 3-{N- Ze gp 3- ‘methylam; "Opyl) @minopy
-methyl~N-[ 3-( 2’/,13--01110FfGHYI/EJthYIlameO)‘ pylamino-( mxd-o‘]N-[ n-okt 1] ycin n
p.rqpyl]amin-o}-p‘ropylamino-(ram‘ IN-{3/N. & koadenzovajt ,p~d1‘be.nzylox
-methyl~N-[ 3-( 2/p~chlorfeny1/ th lammov}~ dehygd
~.pmpy1]amino}pro;pylbleamyci ,vyzna«éujf

Ybenza
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