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~ : Esta invercidn se refiere a una nueva bleomicina
a sus sales no téxicas, y a un método para producir dicha
nueva bleomicina. Mis en perticular, se refiere a la 3-/(§

—1'-fenlletilamlno_/propllamlnobleomlclna representads por
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-8 sus sales no téxicas y e un método para producir dicha

de piel, del cancer de cabeza y de cuello, del cancer del

f . ’ Hoja nGm. 3

i ’
nueve bleomieina.

Las bleomicinas son sustancias antibidticas car-{
cinostiticas descubiertgs por Umezewa, uno de los presen-
tes inventores, y colaboradores [’Journal of Antibiotics
194, 200 (1966)_7, que son glicopéptidos bésicos solubles

en agua, producidos por el Actinomycete Streptomyces verti-

3

cillus y ?ue son capaces de formar fécilmente_un»quelato
con un gtomo de cobre divalente. En el cultivo normal ss
producen 16 componentes de bleomlcines y se aislen /peor
éjemplo Unezawa, y otros, Journal of Antibiotics, 1 _2_;—210
(1966)_7 De entre las bleomicinas se ha utilizado amplia~-
mente en los sectores clinicos de la terapéutica del cén-
cer, una megela de Aqy Ay, A5, 32 y desmetil Ay (denoming--
da en lo que sigue "complejo de bleomicina") y he demositra-

do.tener éxito, en particular, en la teraspia del carcinoma

de células escamosas como principal objetivo, del cancer

cuello uterino, del -céncer de pulmén y del linfoma maligno
Sin embargo, en lo que respecta gl efecto secun~
dario, se ha informado de casos Qe fibrogis pulmonar y de
otros incidentes 1ndeseab1es. De los efectos secundarios
mostrados por las bleomic1nas, el més temible es la fibro-

sils pulmonar. Es ficilmente imaginable que la actividad caj

T o

cinostatice de las bleomicinas podria manifestarse con més
efect1v1dad en los sectores clinicos, si el efecto secundg
rio arriba mencionado rudiera reducirse mas 0 menos.

En estas c:.rcunstancias, los presentes invénto-
res se dedicaron durante afios a sintetizar diversas bleomi-

cinas y a ensayar en diversos snimales su actividad carci-
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L nostdtica, as{ como su toxicidad, incluyendo la fibrosis

{La presente invencidén se ha realizado sobre la base del he:

i
llazgo anterior.

Hoja ntm, 4

pulﬁonar como principal tema de enssyo. Como resultado se

encontré que la 3=/ (5)-1'~feniletilamino_/propilaminobleo;
micina (denominada en lo que sigue "NK631!, incluyendo tan

%o la forms que contlene cobre, como la que estd exenta de

Fobre), que es una nueva bleomicina obtenida medisnte reac
Fién de un derivado reactivo del grupo carboxilo del acido
bleomicinico con N-/"(S)=1'-feniletil 7-1,3-diaminopropanc)
presenta unos efectos secundarios notablemente reduciﬁéé
como causa do¢ la fibrosis pglmonar, sin que se deterilore
su actlvidad carcinostética, en comperacién con un compleJo

de bleomicina comercial y con otras bleomicinas conocidas.

Un objeto de esta invencidn es proporcionar una
nueva bleomicina, la 3-/ (8)-1'-feniletilamino_/propilami-
nobleomicina, una sal no téxica de la misma, y wa método

para produclr dicha nueva bleomicing.

Otros objetos y ventajas de esta in&encién resul
taran evidentes de la descripeién siguiente.

La excelente bioactividad de la presente bleomi-
cina representada por la férmula (I) se ilustra en lo que
sigué con referencia g los Ejemplds experimentales.

Se exawiné la bioactividad de la NK631 en 1o que

respecta a los cuatro siguientes temas de enssyo, compardn:

dola con un complejo de bleomicina comercial y con el mono

sulfato de 3—[’(R,S)-1'-feniletilamino_7;propilaminbbleomi
cina (forma exenta de cobre) (denominada en 1o que sigue

"forma RS"). La forma RS se obtuvo por un método de fermend

tacién descrito en la patente de Estados Unidos 3.846.400.
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1. Fibrosis pulmonar

2. Actividad entitumoral
3. Actividad antimicrobiang

4. Toxicidad

1. Toxicidad para el pulmdén de ratones (fibrosis)

Se utilizaron ratones de raza ICR (machos, de 15
semanas d? edad), en nimero de 12 por grupo. La dosifica-
cién de cada preparacidn farmacéutica de ensayo fue Sﬁmgﬁqg.
La dosis se edministré por inyeccidn intraperitoneal, una
éez por dia, durante 10 dias consecutivos. Después de 1la
administracién, se criaron los ratones durante 5 semanas.
Después de someterlos a observacién, se sacrificaronrlés
ratones y se sometieron g la autopsia, pars determinar el
grado de fibrosis pulmonar. La incidencia y el gradorﬁn i
brosis pulmonar en los ratones a los que se habia adminis-
trado la nueva bleom101na de esta invencidn, se compararon
con las de un complejo de bleomlplna comercial y con las
de la forma RS. Los resultados obienidos fueron los que se

muestran en la Tablg 1.
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- , Como results evidente de los resultados anterio-

res;'en comparacién con los casos de lg forma RS y del conj

T

plego de bleomicina, la fibrosis deblda al monosulfato
NK631 (forma exenta de cobre)- se redugo aproximadamente a
}a mitad y a un fercio respgctivamente, en cuanto g la in-
'idencia, y aproximedemente g la mitad .y a un cuarto, res-
Pectivamente, en cuanto al grado, 10 gue indica la utili-~

dad del monosulfato de NK631 en los sectores clinicos.

2. Actividad satitumoral

2-1. 4Aceidn sobre células Hela S5 cultivadas .

Se calculd 1a D150 para cada una de las blebmici«
/has, partiendo cﬁl porcentaje de inhibicién del crec1mlento
'del cultivo en 72 horas, en presencia de cada una de las
bleomicinas. g ‘150 de la NK631 resultd ser 0,82 mlorogra»
mos/ml, en cortraste con los 1,70 microgramos/ml para el
conplejo de blecmlclna,rlo'que indicaba que la RK631 inhi-
bia el crecimiento celular con una intensidad doble gue el
complejo de vleomicing. La DI50 Para la forma RS resultéd
ser de 0,80 microgramos/ml, lo que indicaba que el efecto

inhibidor era comparsble al del monosulfato de NK631 (formc

o

exenta de cobre). 7
2-2. Actividad carcinostdtica para el cdncer de
Ehrlich (tumor s61ido).

Cada una de las 2 x 10° células Se trasplantaron
subcuténeamente a la regidn inguinal de ratones de raza
ICR (machos, de 6 semanaé de edad). AL cabo de 24 horas se
administraron a cada uno de los ratones preparaciones de
ensayo, de la misma manera que se ha deserito en el parrafq

1-2 anterior. 4l 15¢ dfa despuds del trasplante subcutdneo)
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-se extirpéron los tumores de cada uno de los ratones y se
compéré su peso con el de los tumores desarrollados en el
grupo testigo, el cual no habia recibido ningin tratamient
para determinar el porcentaje de inhibicidn.

Como se muestfa en la Tabla 2, la actividad car-
cinostética del monosulfato de NK631 (exento de cobre) era
compargble & la de la forma RS y era aproximadsmente 1,4

veces may?r que la del complejo de bleomicing.

, Tebla 2
Porcentaje de inhibicidn
rﬁ§}£§°§°}8n Monosulfato de
| NK631 (exento Complejo de
' de cobre) Forme RS bleomicing
2,7 84 78 67
0,9 68 60 55
0,3 . 39 7 51 49 7
0,1 24 51 24
0,03 19 13 21
Q0 0 0 0
Dlsg
ng/ke/dia BEAEE 0,31 0,49

&
A

2-3. Actividad carcinostdtica contra el hepatoms

-agcitico (tipo ascitico) en ratas.

intraperitonealmente a ratas de raza Domryu. ALl cabo de 24

horas, se administré la preperacién de ensayo, por vis in-

Durante un periodo de 30 dias después del trasplante, se

observé el peso de cada rate y el nlmero de rates muertas

Cada una de 1 x 106 células AHGE se trasplantaro#

traperitoneal, une vez al dia, durante 10 dfas consecutivos

P e
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-y gupervivientes.,

i
!

Tabla 3

; Valor relativo de dias de supervivencia media.

7’
t
1

Dosificacidn | Monoswlfato de :
rmg/kg x 10 | NK631 (exento Forma RS Complejo de
! de cobre) s bleomicing
j L
: 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 -
| o 100 . | 100 100 -

Como se muestra en la Tabla 3, la actividad del
monosulfato de HK631 (forma exenta de cobre) contra el he-
patoma asciticc AH66 era comparable g la de lg formé RS g
superior a la del complejo de bleomicina, para cada dosifi
cacidn.

2-4. Actividad iphibidora contra el carcinoma de
eélulas escamosas en ratones, inducido por
el 20-metilcolantreno (denominado en 1o que
sigue "20-3G"), '

Se aplicd tépicamente una solucidén en acetona de
20-1C, gl lomo tonsurado de ratones de raza Ady (machos,
de 10 semanas de edad), dos veces por semana,Adurante 18
semanas; Al cebo de 5 semapas de iniciado el tratamiknto

con 20-4C, se aplicaron 62,5 microgramos/ratén de la pre-

paracién de ensayo, por via intraperitoneal, dos veces por
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-semana, durante un pefiodo de 15 semgnas. En la primera se-
.mana después de completada la administracién de la prepara-
:Cion de ensayo, se examlno patolégicamente la zona & la que
se habla aplicado el 20-MC para observar la incidencia de
carcinogénesis.

Como se muestra en la Tabla 4, el monosulfato de
NK631 (forma exenta de cobre) y la forme RS eran ligeramend
te més eficaces que el complejo de bleomicina, para inhi-

¢ .

bir la carcinogénesis debida al 20-MC. -

-
c e v

Iobla 4 :
./ ’
Mortalidad In01§9n213 de Porcentaﬁé
carc: no(ene' de inhibi-
sis cidn -
Monosulfato de
NK631 (exento . -
de cobre) 1/12 5/11 (45,4) 47,8
Forma RS 1/12 5/11 {45,4) 47,8
Complejo de ) ' ‘ . L
bleomicina - 2/12 5/10 {50,0) 42,5
Testigo . 1/24 20/23 (85,9) o,

Como se ve por los resultados anteriores, el mong
sulfato de NK631 (forma exenia de cobre) mostreba claramen-
te una. actividad éntitumoral superibr, en comparacidn con

un complejo de bleomicina comercigl.

3+ Actividad antimicrobisnag.

Se énsayé le potencia aentimicrobiana por el méto-

do de la copa, contra el Mycobacterium 607 ¥ el Bacillus

Subtilis PCI, utilizando bleomicina Ay como patrén (1.000
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-U/ng). Los vesultados fueron los que se muestran en la Ta-

.bla 5.

Tabla 5
;
M. 607 B. Sub.
Monosulfato de NK631 (exento -
de cobre) 7848 1550
Formg RS : 7535 1400
Complejo de bleomicing 1234 886 .

Comb se ve por la %abla 5, el monogulfato de’
NK631 (forma exenta de cobre) y la forma RS mogbraron. poter
cias entimicrobisnas muy superiores a las del complejo.&e

bleomicinag.
4., Toxicidad

4=1. Toxicidad aguda por vis intraperitoneal ‘
(DLgg) en rates. 7
Como se muestra en la Tabla 6, el valor DLgo del
monosulfeto de NK631 (forma exenta de cobre) para ratas,

es aproximadamente comparable-al del complejo de bleomici-

1 nay al de la formg RS.

Tabla 6
DLBO Limites de confianzs
ng(peso)/kg| (5% nivel de signifi
cancila)
Monosulfato de NK631 -
(exento de cobre) 155,0 133,6 ~ 179,8
Ratal Forma RS 150,6 129,0 -~ 170,6
Complejo de bleomi~ 168,0 130,0 - 217,0
cina - -
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- ~ 4=2. Toxicidad subsguda y crénica en ratas y
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PErros.

) La foxicidad subaguda ¥y crdnica del monosulfato |
de NE631 (forma exenta de cobre), para rabtes y perros, era
comparasble a las del complejo de bleomicing. Debe hacerse

especial mencidn, ademds, del hecho de que la necrosis del

punto de la inyeccidn fue observads en todos los casos de

perros a los que se administrd una slevada dosis de compled
jo de bleomicina (1,2 mg/kg, 90 inyecciones), pero en‘fniix-
gunc de los casos de perros a los gue se a&irinistrd una.:
dosis idéntica de monosulfato de NK631 (forma exenta d3-co
bre) También la toxicidad del monosulfato de NK631 (fcrma
exenta de cobre) para el pulmén fue tembién inferior a la
del complejo de bleomicing. ]

De los resultados anteriores s¢ deduce que la ot
xicidad del monosulfato de NK631 (forre exenia de ocobre)
es comparable con la del complejo de bleomicina, & excépciin
de lo que respecta a la toxicidad para el pulmén y a la net

crosis.
5. Resumen

De los resuliados de los ensayos descritos arribg -
se saéa la conclusidn de que 1z NK631 es un nuevo compuest
que tiene las caréeteristicas de:

(1) una toxicidad extremademente baja para el pul

mén; '

(2) une activided entimicrobiana y entitumoral

superior a la del complejo de bleomicins co-
mercisl;

(3) wa toxicidad sistémica comparable a la del
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ara los sectores clinicos.

e sintetiza por reaccidn de un derivado reactivo del gru-

po carboxils del deido bleomicinico representado por la

Hoja ntm. 13

complejo de bleomicing comercisl; y
(4) una baje toxicidad local para el punto de
la inyeccidn. '

Pbr'consiguiente, se espera que. la NK631 sea util

La nueva bleomicina de esta invencidn, la NK631,
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con N-/7(8)-1'~feniletil_/~1,3-diaminopropano. Més en par~
ticular, puede prepararse mediente (1) reaccidén del &cido
bleomicinico con N-/7(8)-1'~feniletilamino 7=1,3~-digmino~

bropeno en presencia de uwn reactivo activador, o (2) reac-
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su derivado N-monosustituide, con N-/(S)-1'~feniletil /-

¢ripeién de estos métodos.

j El 4cido bleomicinico utilizado en el método (1)

[ : Y . ' 4
?s un compuesto conocido, obtenido mediante eseision enzi-

t0 en las patentes de Estados Unidos 3.843.448 y 3.846.400
Otro material de partida es decir el N-/ (S)-1r-

tetizado primersmente por los presentes inventores, de-la
siguiente manera. '

/ Feniletilawina enfriada a unos 09C se mezcléibon
‘wna cantidad aproximadaménte equivalente de aofilbnitfilo.
La mezcla se mantiene a'80—10090 durante 10 a 24 horas{-
hasta:cqmpletar la reaccidn. Séguidamente, el excesoidé
acrilonitrilo se separa por destilacidn bajo presidn redu-
cida y el residuo se destila adicionalmente para obtenér
3;47(8)—1'-feniletilamino_7bropionitrilo. El compuesto asi
obtenido se reduce de la manera acostunbrada, por ejemplo,
. en presencia de niquel Raney, para obtener el N-/ (S)-1'-
-fenileti1_7;1,B-diaminOPrapano buscado (denomingdo en lo
que sigue "compuesto emino")., Las propiedades fisicoquimi-

cas de esgte.compuesto son las relacionsdss en lg Tabla 7.

-cién del éster 3-aminopropilico del 4cido bleomicinico o de -

f1,3—diaminopropano. Seguidemente, se da uvna detallada des+

%étipa.de la bleomicina 32 de acuerdo con el método descri+

~feniletil_7/-1,3~diaminopropano, es um nuevo compuesto sind
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- : Los ejJemplos de los reactivos activaedores Utiles
incluyon 6-cloro—1—p-clorobencenosulfoniloxlbenéotrlazol
(CCBT), 3t-sulfonzto de N—eull—)—fenllisovaOllO (NEPIS),
Iercloratorde N—terc~buuil—S—metlllsoxazollo, N~etoxi~-car—
bonil-2~etoxi~1,2-dihidroquinoleina, sulfito de di-p~nitro

/ :
fenilo, fosfito de tri-p-nitrofenilo, tricloroacetato de

| i

F-nltrofenllo, N-hidrexisuccinimida, dlclclohexllcarbodllm
da (DCC), 1—et11—3~(3—d1met¢1am1n0nropll)—c arbodiimida,
1-ciclohexil-3-(2~morfolinoetil )-carbodiinida, difeniieai-
bodiimida, di-p~toluilcarbodiiwids, diisopropilcarbodiimi-
da, p-nitrofenocl, pentaclorofenol y elcohol bencilico..,

Descripcién detallada del método (1):

/ Se disuelve &cido bleomicinico (forma que contie
ne cébre) en ague, dimetilformamide, sulféxido de dimetilo
© en una mezcle de 10s mismos. A la solucién, mientras se
aglita a O-30°C, se gflade uno de los reactivos acblvadores
relacmonado& arriba. Ia solucidn resultante se ajusta a“
pH 3-10, adecusdo para la activacidn, mediante la adicion
de wn dcido o base inorgdnicos, tales como dcido clorhidri
co o hidrdxido sédico, o medisnte ls adicidn de un dcido

0 base organicos, tales como deido tricloroacético o N-me-

=)

tilmorfolina. Con dicho tratemiento se inicia la activacid
" del grupo carboxilico del &cido bleomicinico. Immediatamen
te o dentro Ge loz 30 minutos después del tratamiento, se
mézcla la solucién reaccionsnte con el combuestc amino (de
finido antes) como tal o despuds de héber sido ajustado.a
aproximademente pH 7,0.'Seguidamenﬁe, se ﬁan%iene la mezclp

a 0-30¢C durante 1 a 24 horas para permitir que transcurra

la reaccifn, obteniéndose asi NK631. Una proporcidén adecus)

da del reactivo actiyador o del compuesto amino es de 1 &
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- 10 equivalentes por oéda equivalente de deido bleomicinico
. Con el fin de aisler la NK631 de la mezcla de
greaccién, se precipitan primero exhaustivémenﬁe los com--
pﬁ;stos de bleomicing mediante lg adicién de 5 & 10 volime
nes de acetona por cada volumen de la mezcla de reaccidn.
El precipitado se recoge por filtracién, se lava con aceto
na y se disvelve en la menor cantidad posible de sgua des-
tiladé. La soluéién acuosa resultante se gjusts inmedista~
mente a pH 6,0 con 4cido clorhidrico o eimilar, y se épli—
ca a la parte glta de una columnaferomatogréfica gue cen-
tiene Ch-Sephadex(R) 6-25 (tipo MH,* switnistrado por Phar
macia Fine Chemicals) como relleno en una solucidn acuosa
de cloruro aménico. El écido bleoaicinico sin reaccionar
pasa a través de le columna sin ser sdscrbido. Da NK631 .
adsorbida sobre la resina se eluye cocn scluciones acvosss
de cloruro amdénico, de concentraciones en gradiente que
aumentan escalonadamente o de mode continuo desde 0,0S-mo-
ler hasta 1,0 molar. La K631 esté contenida en fracciomes
de efluente azules, a una concentracidn de cioruro aménico
de aproximedamente 0,35 molar a 0,45 molar, que mﬁgstran
absorciones ultraviolete a 292 mp . Betas fracciones se
recogen separsdamente y se hacen pasar por Amberlite(ﬂ)
XAD-2 (Rohm znd Hess Co.) o Dision(R) EP40 (Mitsubishi Chel
mical Co.). La NK331 adsorbida se lava con agua y se eluye
para der un efluente desalinizsdo, del cual se obtiene un
polvo puro, agul, smorfo, de NK631 (forma que eon%iene
cobre). EL clorhidrato y el sulfato de la NK631 se obtie-
nen por elucién con metanol acuoso que contiene &cidé clor
hidrico y doido sulfirico, respectivamente. En sste proce=

dimiento se puede recuperar convenientemente el Acido bleo-




10

20

25

30
28068

Hola nGm. 20

-micinico sin reaccionar. Le etapa del método descrite arri

ba, ‘en la que se emplea CM~Sephadex(R) C~25 (mexca de un
I ‘

Sephadex camblador de catlones, compuesto por glébulos mi-

croscdpicos de grupos carboximetflicos derivndos del dextr:

LIS

?o polisacérido, fabricado y vendido por Pharmecia Fine
Fhemicals Inc., Suecis), es un ejemplo ilustretivo y puede
Fodificarse hasta cierto punto sin afectar sustencialmente
8 los resvltados. Por ejemplo, se puede utilizar como elu-
yente cloruro sédico acuoso o sulfato aménico scuoso. _ -

La separacidn de cobre de la NE631 que contiens
cobre obtenida erriba, puede efectuarse mediente lg aplti-
cacibén de cualquiera de los métodos conocidos, en los cug~
{les se separa cobre por reaccidn con sulfuro de hidrégeﬁb
para converitir el cobre en sulfuro ciprico, que se preéi—
pita; por z educc1on del cobre a cobre de valencis cero, con
un sgente reducior (patente de Estados Unidos 3.646. 197),
por extraceidn del cobre con un disolvente orgérico que
contiene un sgente de formacidn de queletos, tal como éi—
tizona [ Umezaws y otros, Journal of Antibiotics, 194, 210
(1960)_7; o mediente el uso de una resina mecrorreticular,
cembigdora de iones, no iénica (paetente de Estados Unidos
3.929.993). Un ejemplo del método de separacidén de cobre
se describe a continuacién.

La NK631 (forma que contiene cobre).se disuelve
en ggua destilade y la solucién se vierte én ung columna
de resina, que contiene Amberlite(R) X4D-2 (una merca de
ung resina sbsorbente coﬁpuesta por un copolimero de esti-
reno-divinilbenceno, fabricade y vendida por Rdhm & Hzas
Co., Estados Unidos) o .D:i.an‘.on(R> HP40 (marca de una resing

ebsorbente, compuesta por un copolimero de estirenoc-divi-
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- nilbenceno, fabricada'y vendide por Mitsubishi Chemicsl-
Co., Japén), como relleno en agua destilada, pare permitir

: la adsorcidén de la NK631. Seguidemente, se lava la columng
con ung solucidn acuosa al 5% de sal dis§dioa-del doido
etilendiaminotetraacético (denominade en lo quersigue
"EDP4.Na,"), con 1o que el idn cobre es arrastrado por la
‘solucidn de EDTA.N&Q, dejendo etrds, sobre la resina,
NK631 exenta d3 cobre. La resina se lava cor wna solucidn
acuosa de una zal tel como cloruro sddico, sulfato sédico
0 acetzto sdédico, para separar el EDTA.Haz, N seguidamente
con agua destilada. Finalmente, se hace pagar por la co-
lumne una mezela acidificada de metancl y sgua, +al como
por ejemplo, ung mezcla de metencl ¥y geido clorhidrico 
0,0025 Normal (1:1 volqmen/volumen) para eluir una sustvan-
cia que muestra absorcién ultravioleta u 290 mp . Esta
fraccidn se recoge, se concentra, se ajusts a pH 6,0 y se
seca por pongelacién, pare dar un ﬁolvo amerfo, de colcr
blanco amarillento palido, de diclorhiérato de NK631 (for-
ma exenta de cobre). '

Como‘écido pare utilizerlo en le preparacidén de

une mezcla gcidificada de metenol y sgua, se pueden utili-

zar cualesquiera-dcidos, siempre que estos sean farmacéuti

cemente aceptables. Por ejemplo, cusndo se utiliza deido
sulfirico o 4cido acético, se obtiene wn polvo de monosul-
Tato de NK631 o una sal de dcido timedtico de NK631 (forms
exenta de cobre).

La NK631 de esta invencidn puede convertirse de
la manera acostumbrada, en otras sales no téxicas, tales
como por ejemplo, sulfato y sal del deido acétlco, las cug-
les pueden obtenerse también varisndo arbitrarismente el

i
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~éoido empleado en la elucién.
V En el método (1), como el compuesto amino reac-
ciong con el grupo carboxilo activado del dcido bleomicini
co, debldo a la presencia do uwn reactivo activador emplea-~
do en la sintesis del pﬁlipéptido, le roaccién de conden~-
sacldén transcurre susvemente en condiciones extremadamente
suaves. Por consiguiente, solamente rescciona con el grupo
carboxilo, aetivado, el grupo amino primsrioc del compuesto
amino, miéntras que el grupo imino secundario no partici?a
éo constituye una notable ventaja del método (1). -
Descfipcién detallada del método (2)
El éster 3-eminopropilico del dcido bJeomlclnlco
empleado en el método (2) se obtiens ficilmente en forma
de diclorhidrato (forma que contiene cobre) mediante des-
composicidn termlca de la bleomicina A, pera formar la
3= (metllmercapto)propllamlnobleomiclna ¥y haciendo reacclo-
ner la bleomicina resultante con un halégenonitrilo, doido
halégeno acdtico, éster haldgenoacetato o halégenoacetami-
da, en ung soluclon a01da (paiente de Estados Unidos
3.886.133). o

El derivedo N-monosustituido del éster 3-amino-
propilico del 4cido bléomicinioo, que tiene protegido su
grupo amino, se obtiene con alto rendimiento, disolviendo
diclorhidrato del éster 3-amincpropilico del 4cido bleomi-
cinico, en agua 0 en un disolvente orgénico; tal como metg
nol o una mezcla del mismo, afiadiendo después lentamente,
a la solucién resultente, mientras se agita vigorosamente,
una centidad gquiValen%e 0 un ligero exceso de uno de los

reactivos conocidos protectores de los grupos anino, en

ep la reamccidn, obteniéndose asi preferentemente NK631. Es
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1 |-forma de polvo o de solucidén en un disolvente orgénico, tal
como;metanol, y dejando que transcurra la reaccién a la
tempeéatura anbiente 0 a la temperatura del enfriamiento
qon hielo, nientras se mantiene de modo continuo el pH de
5 la mezcla reaccionante en 5,0 a 7 5, anadlenao una bas
%rganlca, $8l como por eaemplo, trlmetllamina, trietilami-
na, piridina, 1,3- ~-diazabieiclo-/"5,4,0 7/-7-undeceno, 1,5-
Ldlaz&b¢c1clo—173,4,0_7L5—noneno, 1,4-diazabiciclo~/2,2,2 |7~
-octano o N-metvilmorfolina. Son tipicos de talesrdefivados
10 N-monosustituidos, el monoclorhidrato del éster 3-acetila~
minopropilico del acide bleomicinico, el dster 3-suceini-
laminopropilicn del &cido bleomicinico, el monoclorhidratko
[del éster 3-benzoilaminopropilico del Acido bleomicinico,
lel monoclorhidreto del éster 3-bencilox 1carbon1&am1nopro-
15 pilico del #cido bleomicinico, el monoclorhidrato del ester
3~p—toluensulfonilaminopropilico del écido bleomicinico,
el monoclorkidesto del éster 3-(2,4-dinitrofenil)aminopro-
pilico del écido bleomicinico, el monoclorhidrato del dster
3-(3,5~dimetil~3~oxoclclohexen~1-il )aminopropilico del Aci-
20 do bleomicinico, el monoclorhidrato del éster 3-N-terc-bu—
toxicarbonilpropilico del geido bleomicinico, y’el monocloy-
nidrato del dster 3-N-saliciliden-iminopropilico del &cido
bleomicinico (patente de Estados Unidos 3.886.133).

En el método (2), la NK631 se forma mediante reag-
25 cidn entre el éster 3-aminopropilico o el éster 3-aminopro-
pilico N-monosustituido del dcido bleomicinico, y el com-
puesto amino. En el cgso'del éster 3-aminopropilico N-mono4
sustituido del 4cido bleomicinico como materizl de partida,
puede utiligzarse bien sea un material puro o una mezcla de

30 reaccidn, que puede ser concertrada, obienids a partir del

28068
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—éotor 3~aminopropilic5 del dcido bleomicinico y un reacti-
vo protector del grupo amino.

| Los digolventes preferidos utilizados en la reacm
016n del éster 3-aminopropilico o del éster 3J-sminopropili+
co N-monosustituido del écido bleomicinico, y el compuesto
amino, son el agua y los disolventes orgénicos, tales como
netanol, dimetilformenide y sulfdxido de dimetilo. La meu~
cla reacclonante se deja en repogso u 0-802C, durante 1 a
72 horas, en condiciones neutras o alealinas, para pefmie
tir que transcurra la reaccibn de aminolisis, con lo gue
se forma la NK631. En las condiciones do un pH mds alto,
es'deseable un tlempo de reacclon prolongado a temperaturas
comparativamente bajas, mientras que en las condiciones de
un pH mds bajo, se prefiere un tiempc de reaccidn corto 3
temperaturas més altas. La proporecidn adecuada del comprag
b0 amino en la mezcla reaccionante, es de 1 a 10 equivalsn
tes por calla equivalente del éster 3-sminopropilico del
doido bleomicinico o de un derivedo N-monosustituido del
mismo. ' '

Para aislar la NK631 de la mezcla de reaccidn,
se precipitan primero exhaustivamente los componentes de_
bleomicina mediante la adicidn de acebtonz en un volumen de
2 a 5 veces mgyor que el volumen de la mezcla de reaccidn.
El precipitado se recoge por Tiltrdeidn, ge lava a fondo
con acetonz y, seguidamente, se disuelve en la menor cantit
dad posible de agua destilada. La solucidn acuosa resultandt

te se ajusta répidamente a pH 6,0, mediante la adicidn de

dcido clorhidrico o similar, y se vierte en una columns cr
matogrifica de CM—Sephadex(R) C-25 (tipo NH@*, suministrad

por Pharmacia Fine Chemicals) como relleno en wna solucidn
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—~acuosa de cloruro aménico 0,05 molar, para permitir que’
log componentes de bleomicing sean adsorbidos sobre la re-
751na. Haciendo pasar por la columng una solucidn acuosa de

cloruro aménico, en la que la concentracidn se sumenta

molar, se eluyen el éster 3-aminopropilico del decido bleo-

micinico o un derivado N-monosustituido del mismo, sin

UV a 292 mp ) en la corriente de efluente para concenira-
clones de cloruro aménico de 0,15 - 0,20 molar y de 0,35
a 0,45 molar, respectivamente. Estas frscciones se recogen

por separado y se desalinigzan mediznte adsorcidn sobre

cidén para obtener un polvo amorfo azul de NK631 (forma que
contiene cobre). Se obtienen el clorhidrato ¥y el‘sulfato,
utilizando mezclas de metanol y agua scidificadas con aci-

do clorhidrico y con dcido sulfirico, ruspectivamente, co-
nico, o un derivado N-monosustituido del mismo, sin reac-
cionar, pueden ser recuperados converientemente. La etaps
ficarse hasta cierto punto, sin afectar sustancislmente =
te, cloruro sbédico acuoso o sulfato eménico acuoso.

de ser convertida en la forma exenta de cobre, mediante
la aplicacidn de métodos conocidos pars la separacidn del

cobre, descritos arriba en relacidén con el método (1). Si

es necesario, es posible convertirla en otras sales no %é-

escalonadamen e 0 continuamente desde 0,05 molar hasta 1,0

. ,
reaccionar, y la NK631, formando bendas azules (absoreidn.

Amberlite(R) ZAD=2 o Diaion(R) BP40, lavado con agua y elu

mo eluyentes. El éster 3-~aminopropilico Gel Acido bleomici
del métodordescrita arriba, en la que se emplea CM;Sepha-’
dex(R) C-25, es wn ejemplo ilustrativo tipico y puede modi
los resultados. Pér ejemplo, se puede utilizar como eluyen

La NK631 asi obtenida mediante el método (2) pue

1]

-y
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-xicas, tales como, por ejemplo, clorhidrato, sulfato y sal
de éé;do acéticos _ _ ‘
: | Las principales propieda?es fisicoquinicas de la
ﬁK631 gon como se musstran en las tablas 8 y 9.

} Lg f£oérmula estruc#ural (I) de la NK631 fue con-
firmada de la siguiente manera: Se disolvié monogulfato de

FK534 (forma exenta de cobre) en agua pesada, y se determi-

todo de desacoplamiento del ruldo protdénico, utilizando

dioxano como patrén interno. Las sefiales debidas a un Ho-
tal de 11 Atomos de cerbono 13 contenidos en el compuesto
amino con cadena latersl y resto de 3—[‘(8)—1'-fenilefila—
pino_7lpropilamino se reconocleron a 19,4, 26,3, 3%,0, 13,5
58,9, 128,3 (dos sefiales), 130,0 (dos sefiales) y 136,3 pard
tes por millén..ﬁa totalidad de las seﬁaleé debidas a o4n0s

&tomos de cartono correspondieron g las sefisles comunes a

la familie ce las bleomicinas ZfNagénawa y otros., Jourhal

of Antibioties, 30, 388 (1977)_7.

né medisnte resonancia magnética nuclear del ¢l3 por el mé ‘

1
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- ~ En los dibujos que se acompafign, las figuras 1
¥ 2 muesﬁran las curvas de absorcidén ultravioleta de la
:bleomicina NK631 de esta invenclén, y las figuras 3 y 4
mﬁéstfaﬁ curvaes de absoreién infrarroja de la NE631.

Es decir, la figure 1 muestra la curva de gbsor-
cidn ultravioleta del diclorhidrato de 3~/ (S)~1'-fenile-
tilemino_/propilaminobleomicina (forma que contiene cobre))
la figura 2 muestra la ocurva de absorcidn ultraviocleta del
moﬁosulfato de 3=/7(8)~1'-feniletilanino_/~propilaminobleot

micina (forma exenta de cobre), la figurs 3 nuostrs la cur

1

va de absorcién infrarroja del diclorhidrato de 3-/ (8)-1!
~féniletilamino_?bropilaminobleomicina {forma que contiene
cobre) determinada en forma de tadleta de bromuro potésico)
¥y la figura 4 muestra la curva de absorcidn infrarroja de
la 3-/7(8)-1'~feniletilemino_/propi leninobleomicing (Forma
exenta de cobre) determinads en forms de tableta de broinu-
ro potdsico.

La invencidn se ilustrs ceguldemente con dota—
1le, con referencia a 1los ejemplos, pero 1afinvenciénrno

estéd limitada a los ejemplos,

Bijemplo 1

Sintesis del diclorhidrato (forma.que contiéﬁé
~cobre) y del monosulfato (forma exents de cobre) de la
NK631. | |

Etépa A: En 400 ml de dimetilformamids se disol-
vieron 15,0 g de 4cido bleomicinico (forma que contiene co
bre). A la solucibn, mientras se mantenia s 0°C mediante
enfriamiento, se afiadieron 1,1 ml de N-metilmorfolina y

10,3 g de CCBT. La mezcla se agité durante 5 minutos a 0eCy .

L4
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" ban absorcidén UV g 292 mu, se recogieron separadamente.

Hojr ntum. 3 1

-se mezcld seguidamente con 5,3 g del compuesto amino y se

2156 adicionalmente Gurante una hora. Después de termina-

&

da la reaccidn medisnte la edicidn de 200 ml de una solu-
cidn acuosa de dcido acético gl 25%, se mezcld la mezcla
de reaccidn con 5 litros de acetona fria, pera precipitar
el producto de reaccién. El precipitado se recogid por fil
tracién, se lavé con acetone y se disolvid en 500 ml de
agua dest%lada.hba soluoién_acuosa resg%tante se -ajusté inf
mediatamente a pH 6,0 y se vertid en una colwmna que con-
Eénia 2 litros de Cﬁ-Sephadex(R) C-25 ($ipo NH#*) COmMO Y-

lleno en solucién acuosa de cloruro aménico 0,05 molar, pa

.. ~N
ra adsorber laes bleomicinas.

’ La elucién se efectud utilizando solucidn acuosa
de cloruro eménico, hzciendo pasar por la columng 20 litro
de eluyente, en el que la concentracidi de cloruro sméuice
se guments continuemente desde 0,05 a 1,0 molar. El Zcido
bleomicinico sin reaccionar se encontré en el efluente a
la concentrecidén de cloruro amdnico de aproximadanente 0,0

molar y la NK631 a la concentracidn de cloruro aménico de

aproximadamente C,45 moler. Ambas fracciones, que mostra-

La fraccidn que éonten%a la NK631 se vertid en una colume
de resina que contenia 2,6 litros de faberlite (R) XAD~2.
Seguldemente, le columna se lavé a fondo con agua y ge elu
y6 con 4eido clorhidrico 0,01 N en metaﬁol—agua (431 volu~-
men/volumen). Se recogieron wn total de 2,5 litros de la
fraceién azul, que mostraba absorcidn UV g 292 mpm . Despué
de separar el metanol por e#aporacién-ae la fraceidn' de el
yente, se ajusté el concentrado a pH 6,0 con Dowex(R) 44

(tipo OH"), (marcs de uns resina cambizdora de sniones

T

e

T
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—compuesta por un copdiimero de epiclorhidrina y'amoniacé,
. producida y vendida por Dow Chemical Company, Estedos Uni-
:dos), vy se liofilizd para obtener 16,1 g (rendimiento 92%)
déldiclorhidrato de NK631 (forma que contiene cobre) en
formg de polvo amorfo azul.
Nediante un tratamiento similar se recuperaron
280 mg del acido bleomicinico sin resccioner (forma que
contiene cobre).
‘ Los méximos de ebsorcién wliravioleta y la poten
cia antimicrobisna del diclorhidrate de NE61i (forma que
coqtiene cobre) fueron como se muestrgn a continuacidn.

Méximos de absorcidn UV:

1% .. .
np (E1 om, 2892 dgst}lgda?
242 - (151)
292 o (121)

Potencia sntimicrobizna: 8.1C0 u/mg.'
[ “Nota: La potencia entimicrobisne se determiné utbilizando
~ Mycobacterivm smegmatis ATCC 60? com5 organismo de
ensayo, y suponiendo que la potencia de lg ble&mi—
cing Az (forme exenta de cobre) es 1.000 u/mg. Lo
mismo es apliceble en lo que sigue /. ' ‘

_ Etapa B: En 200 ml de egua destileda se disoiyien
ron 10,0 g del diclorhidrato de NK631 (forma que contiene
cobre). Da solucién se vertid em una columna que contenia
600 nl de Amberli%e(R) ZAD~2 como relleno en sgua destile-
da. Seguidemente, se lavd la columns sucesivemente con 2
litros de una solucidn acuosa que conmtenis un 5% de EDTA N,
2,5 litros de wna solucibn acuosa al 5% de sulfsto sédico,

y 630 ml de sgua destilada. A continuvecibn, se eluyé la
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—columa cén_écido sulfurico 0,0025 E en una mezcla de metz
nol % agua, (1:1 volumen/volumen). Se recogid wn tqtél de

+ 900 ml de fracciones que contenian uma sustancia que mos-
traba absorcidén UV a 290 m}z Después de separar el meta-
nol por destilacidn, se aausto el liquido residuval a pH
6,0, con Dowez(R) 44 (tipo OH") y se liofilizé para obte-
ner 9,3 g (rendimiento 95%) de monosulfatp de NK631 (forma
exenta de%cobré) en forma de un polvo amorfo, de-golor bla;
co gmarillento palido. Este producto mostraba un maximo de
abooreion UV 7 ung poten01a antlmICTOblaﬂa como se muesthrsa
a contlnua01on.

Méximo Ge absorcidn UV:
ap (E1% 0,1 ¥ HoL)

290 : (106)

Potencia antlmlcroblana. 7.865 u/mg
~ Ejemplo 2

Sintesis del diclorhidrato de NK631 (forma-que
contiene cobre).

En 40 ml de agua destilade se disolvieron 1,5 g
de &cido bleomicinico gforma que contiene cobre). A la so~

lucién sgitade & 26°C se afiadieron 800 mg de NEPIS, micn

mediante la edicibn de solucién acuose de hidréxido sédico
0,1 N. Al cabo de 30 minutos se afiadié a la mezcla una so-
lucidn preparada por disolucidn de 1,8 g del compuesto ami.
no en 20 ml de-ggua deutllada y se ajustd el pH a 7,0 con
écido clorhidrico. Lg mezcla se dejbé en reposo durante 20

hores a 262C. A la mezcla de reaccidn se afiadieron, egitani

. tras se mantenia el pH de la mezcla reaccionante a 4,8~5,%

T~
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L do, 600 ml de¢ acetona fria para precipitar los componentes
de Blgomicina. El precipitado se recogié por filtracién,
se 1a§6 con acetona y, seguidament?, se disolvid en 307m1
de agua deéﬁilada; ajustindose inmediatamente a pH'G 0 con
écido clorhidrico 0,1 N. La solucidén gcuose resultente se
buriflcé 51gu1endo el procedimiento descrito en la etepa
M.del .ejemplo 1, para obtener 932 mg (rendlmlento 53%) de

diclorhldrato de NK631 (forma que contlene cobre) en forma

de un polvo amorfo azul, que tenia una potencis antimicro-

biena de 8.~,3 wng.

Ejemﬁlo 3

/ Sintesis del dlclorhldrato de NK631 (forme que
contlene cobre ).
_En 40 ml de sulféxido de dimetilo se disolvieron

1,5 & de dcido bleomicinico (forma que contiene cobre). A

la solucidn agitada a 30°C, se afiadieron 740 ng de Nuétoxi

carbonil-2-etoxi~1,2-dihidroquinoleina y 0,1 ml de Négetil
morfolina. A la mezcle, gue habiam sido sgitada durante 30
minutos, se ciiadieron, con agitacidn, 530 mg del compﬁesto
amino y se dejé la mezcla en repoéo'durante 3 horas a 30°CL

A le mezcla de reaccién se afiadieron, con agitacién, 600

nl de acetona fris pars precipiter los componentes de bleo
micina. El precipitado se recogid por.filtracién,'se lévé
con acetons ¥, éeguidamente, se disolvid eﬁ 30 ﬁl de ague
destilada, ajusténdose inmedistemente a pH 6,0 con dcido
clorhidrico 0,1 N. La sdlucién acuosa resultente se tratd
de una menera similar a la de la etapa A del ejeumplo 1,
para obtener 809 mg (46% de rendimiento) 'de diclorhidrato

de NE631 (forma que contiene cobre) en forms de un polvo
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—amorfo azul, que mostfaba ung potencia entimicroblang de
, 8.028 u/mg. -

/ Ejemplo 4

Sintesis del diclorhidrato de NK631 (forma que
contiene cobre). ' . .

En 40 ml de agua destilade se disolvieron 1,5 g
de'écido bleomicinico (forma que contiene cobre). Despuds
de afiadir 1,2 g de clorhidrato de 1=eti1~3~(3~dimetilaminot
propil )-carbodiimida a 2%90; se ajusté la mezcla a pH 4,5,
con geido clorhidrico 0,1 N. Después de sfiadir 530 mg del
coﬁpuesto amino, se ajustd nuevemente la mezcla a pH 5,0,
con dcido clorhidrico 1 N, y se dejd en reposo durante 20
horas a 2%90. A la mezcla de reaccibn se afiadieron, con
agitacidn, 400 ml de acetons fria pvarg precipitar los .com-
poﬁentes de bleomicina. Bl precipitedo se recogid por fil-
tracién, se lavé con acetons ¥, seguidas nente, se disolvid
en 30 ml de agua destilada, ajusténdose inmediatamenterg

PH 6,0 con hidréxido sédico 0,1 N. La solucidn ascuosa resuj

LI

tente se purificé siguiendo el procedimiento deserito en

la etapa A del ejemplo 1, para obtener 440 mg (rendimiento
25%) de diclorhidrato de NK631 (forms que ' contlene cobre)

en forma de un polvo amorfo azul, que tenla vna potencia

entimicrobiana de 7.985 u/hg.

Ejemplo 5.°

Sintesis del diclorhidrato de NE631 (forma que

contiene cobre).

En 16 nl de metenol se disolvieron 9,0 g del mo-

s

noclorhidrato del éster 3~N-benzoilaminopropilico del &ecid
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bleomicinico (forma que contiene cobre). Mientras se en~
fria%a a 02C se afiadieron a la solucidn 9,16 g del compues+
to amino. Después de éontinuar la agitacidn durante 40 ho-
ras a 09C, se afiadid a la mezcla de reaccidn acetona fria,
pare precipitar los proéuctos de reaccidén. El precipltado
se recogid por filtrecidn, se lavd con acetona y se disol-|
vié en 300 ml de sgua destilada. Da solucidn se ajustd in~

mediatemente a pHE 6,0, con écido clorhidrico 0,1 N, y se
!

—

vertid en una columna que contenia 1 litro de CM;SephadexF]

C=25 (tlpo NH ) como relleno en olucién acuosa de clorurd

aménlco 0,05 M, para permitir la adsorcidn de las bleomiei-
nas. Utilizendo como eluyente una solucidn acuosa de clorun
ro aménico, se efectud la elueidn, haciendo pasar a través
de la columna 10 litros de eluyente, en el cual se aumentd
continuamente la concentracidén de cloruro aménico desde -

0,05 hasta 1,0 ﬁolar. El éster 3-N-benzoilaminopropilizo

del &cido bleomicinico, sin reaccionar, se encontrd eq;el

efluente a la concentracién de cloruro eménico de aproxi-

mgdamente 0,2 molar, y la NEK631 a la concentraeidn derclo~
ruro andénico de aproximadamente O 45 molar. Ambas fracc*o-
nes, que mostraban absorcidn UV a 272 mp, se recogleron

'separadamente. La fraccmon gue contenla la NK631 se vertlo
eén una columng de resina que conienla 1,3 litros de Amber—
lite(R) XAD-2, -Seguidamente, se lavé la columna a fondo COT
agua y se eluyé con &acido clorhidrico 0,01 N en wna mezcla
de metanol y agua (431 volumén/volumen). Se recogid wn to-
tal de 2,5 litros de la fraccién azul, que mostrabs una abt

sorcidn UV g 292 mp . Después de haber 1iberado la fracciéd

——

del metanol mediante destilacidn, y de haber ajustado el

pH a 6,0 con Dowex(R) 44 ($ipo OH), se secd por congelaci¢n
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-1la fraccidén pars obtensr 8,2 g (rendimiento 90%)Jde diclor
hidfa?o de NE631 (forma que contiene cobre) en forma de un
polvo!amorfo azul, que tenia uﬁa potencia antimicrobiang
ée 8.030 u/mg. ‘
) Mediante un tratamiento similer se recupersron
P1O mg del monoclorhidrato del éster 3-N~benzoilaminopropi
VFico del 4cido bleomicinico, sin reasccionar, (forma que

contiene cobre).

Ejempio 6

Sintesis del diclorhidrato de NEG31 (forma que
contienc ccbre). .
/ En 3 ml de metanol se disolvieron 950 mg de mono
clorhidrato del éster 3-N~p-toluensulfonileminopropilico
del acido blecmisinico (forms que contiene cobre). A lz .so
lucién, mientras se agitaba a 0eC, se le afiadieron 980 ng
del compuesio gmino y se eglitd la mezcla durante 48 heras
g 02C. A ie mezcle de reaccidn se afladieron, con agitgcién
15 ml de acetona fria, para precipitar los componentes de
bleomicira. El precipitédd.se ;ecogié.por”filtracién,rse
lavd con acetona vy, seguidgmente; se disolvid en 30 m; de
agua destilada, sjusténdose inmedgataﬁente a pH 6,0 éoﬁ
écido clorhidrico 0,1 N. La solucién resultante se purifi-

cé siguiendo el procedimiento descrito en 1lg etapa A del

hidrato de NE631 (forma que contiene cobre) ‘en forma de un
polvo amorfo azul, que tenia ung potencia antimicroviang
de 8.010 u/mg. . '

Ejenplo 7

Sintesis del diclorhidrato de NK631 (forma que

?

ejemplo 5 para obtener 833 mg (rendimiento 85%) de diclor-|
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En 5 ml de dimetilformsmids se disolvieron 850
mg de monoclorhidrato del éster 3-acetilaminopropilico del
ééido bleomicinico (forma que contiene cobre). A la solu-
cidn, mientras se agitaba a 09C, se gfladieron 950 mg del cpm
puesto amino, y la mezcla se egitd durente 45 horas a 0°C.
A le mezcla de reaccidn se afisdieron, con agitacidén, 20 ml
de'acetona fria, para precipitar lcs componentes de bleomi
cina. El precipitado se recogid por filiracidn, se lavé
con acstona y, seguidamente, se digsolvié en 30 ml de ague
destilada, ajusféndose inmediatamente a pH 6,0 con dcido
clérhidrico 0,1 N. Le solucidn resultente se tratd de la
misme menera que en la edapa A del kjemplo 5, para obtener
570 mg (rendimiento 63%) de diclorhidraio de NK631 (forma
gque cortiene cqbre) en forma de un polve gmorfo azul, -que

tenia una potencia antimicrobiana de 5.010 u/mg.

Ejemplo 8

Sintesis del diclorhidrato de T’2\631 (forma due
contiene cobre). . '
En 3 ml de sulfdxido de dimetilo se digolvieron

900 mg de monoclorhidrato del éster 3-N;(2,4-d1n1trofenll)

-ammnoPronlllco del &cido bleomicinico (forma que contiene
cobre). A la solucmon, mientras se agitaba a 090G, se le

afiadieron 793 mg del compuesto amino, y la-mezola se agitd
durante 24 horas a 02C. A lg mezcla de resccidn se afiadie—
ron, con agitacitn, 15 ml de acetona fria, para precipitar
los componentes de bleomicina. El precipitado se recogld

por filtracidén, se lavd con acetons ¥y seguidamente, se di

solvié en 30 ml de agua destilada, ajusténdose inmedigta-

R i T O
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_mente a pH 6,0 con écido clorhidrico 0,1 W. La solucidn
{

acudsa resultante se purificd siguiendo el procedimiento
deserito en la etapa A del Ejemplo 5, pars obtener 690 mg
(rendimiento %8%) de diclorhidrato de FK631 (forms que con
tiene cobre) en forma de w polvo amorfo azul, que tenia

una pdtencia antimicrobiana de 8.010 u/ng.

. Bjemnlo 9
[Siniesis del diclorhidrato de NK631 (forma que
qontiene cobre) y del diclorhidraﬁp exento de cobre.

/ En 10 ml de metanol se disolvieron 1,0 g del di-
clorhidrato del éster 3-aminopropilico dél dcido blgomici—
nico (forma que qontieﬁe cobre). A la solucifn vigorosamen
te ggitada se aﬁadierqn, gota a gota,'104 mg de cloruro de
benzoilo, durante un periodo de 30 minutos, mientras se.
mantenia el pH de la solucidn g 6,5 - ;,5, mediante 1é adi
cibn de 1,4—diaz£biciclo[—2,2,2_7ootano. Después de agitar
durante 30 minutos mas, se concentrd la mezcla de reaccidn
hasta 2 ml. El material concentrade se enfrié & OQC,.s@-lé
gfladieron, con agitacidn, 1,1 g dél compuesto amino y la
mezcla se agitd durante %2 horas a 0°C. A la mezcla de rea
cibn se afiadieroxn, conﬁagitacién, 6 ml de acetona friéxpa—
ra precipitar los companentes de bleomicina. EL precipita-
do se recogié por filtracién, se lavé con acetona y, segui
demente, se disolvid en 30 ml de agua destilada, ajusténdo
se inmediatemente a pH 6,0 con &cido clorhidrico 0,1 N. La
solucién acuose resultante se vertid en una columng que
contenia 100 ml de CM—Sephédex(R) (tipo NH4+) como relleno
en solucidén acuosa de cloruro aménico 0,05 M, pare permi-

tir la adsorcidn de los componentes de bleomiocina. Bl mate

1
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—rial adsorbido se tratd de uns maners similar a le de la

' etapa A en el ejemplo 5, para Obltener 779 ng (73% de rendi
| miento) de diclorhidrato de NK631 (forme que contiene co-
bée) en forma de un polvo amorfo azul, que tenia wna poten
cia antimicrobiana de 8.000 u/mg.
| Ademés, se recuperaron 240 mg del monoclorhidra-~
to del éster 3-N-benzoilaminopropilico del Acido bleomici-
nico (forma gue contiene cobre).
| Etapa B: En 20 nl de ggua destilads se disolvie-
ron %OO mg del diclorhidrato de NK631 (formz que contiene

cobre) obtenido en la etape A anteriocr. DLa solucibn se

7

vertid en una columna que contenis 65 ml de Diaion(R) Hp-4
como felleno en ggua destilada, para permitir la adsorcidn
de los componentes de bleomicina. Seguidoments, se lavd la
columna con 200 ml de una solucidn agcuosu que conteniz wm
5% de'EDTA.NaZ, s continuacidén con 250 wl de una solucidn
acuosa de cloruro sédico al 5% ¥, finslmente, con 100 ml
de agua destilada. 4 continuacién, se eluyd la columns con
una mezcla de metanol ¥ 4cido clorhidrico acuoso 0,0025 N
(1:1 volumen/volumen) y se recogieron 98 ml de la fraceidn
que mostrabé'absorcién ultrgvioclets a 290 ny . Después’de
separar el metanol por destilacidén bajo presién reducida,
se ajusté el liguido residual a pH 6,0, con Dowex<R)’44
(tipo OH™)y se 1iofilizd para obténer 658 mg (rendimiénto
98%) de diclorhidrato de NK631 (forma exenta de cobre) en
forma de un polvo emorfo de color blanco amarillento pdli-

do, que tenia una potencia entimicrobisna de 7.834 u/mg.
Ejemplo 10

Sintesis del monosulfato de NK631 (forma que con
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" adsorbida con una mezcle de metanol y acido sulfurico acug

Holja nGm. 4- 1

de éébre).f

Btapa A: En 10 ml de metanol se disolvieron 1,0
g del diclorhidrato del éster 3-aminopropilico del gcido
bleomicinico (forma qué contiene cobre). A la solucidn vi-
gorosémente agitada, a la temperatura ambiente,'se afiadie—~
ron, gota a goba, 104 mg de clorurc de benzoilo, durante
un period? de 30 minutos, mientras se mentenia el pH de
la solucidn a 5,0 - %,5, mediante la adicidén de N-metilmor
folina. Después de¢ sgitar durante otros 30 minutoé, se allg
,éieron a la mezcla de reaccidn 50 ml de acetona, para pre-
cipitar los componentes de bleomicina. El precipitado se
récogié por filtracion, se lavé con acetona y se disolvid
de nuevo en 3 ml de metanol. A la solucién metandlica,
mientras se enfrisba a 09C y se agitaba, se le afiadisron
597 g del compugsto amino, y se agitd la mezcla durante
42 -horas a 02C. A la mezcla de reaccidn se aﬁadierongFGon
agitacidn, 10 ml de acetona fria, para precipitar el pro-
ducto de reaccién. El precipitado se recogid por filtiacid
se lavd con acetons y, seguidemente, se disolvid en 30 ml
de agua destilada, ajustandose inmediamtamente a pH 6,0 con
écido clorhidrico 0,1 N. La solucién acuosa se traté con
Cl~Sephadex (R) de una\manera similar a la de la etapa A
del ejemplo 5. La fraccidn gue contenis los productos de
reaccién se vertid en una coluwma que contienia 65 ml de’
Diuion(R) HP-40 como relleno en agua destilada pare porni-~
tir la adsorcldén sobre la resina de los componentes de

bleomicina. Después de lavér con ggua, se eluyd lag fase

80 0,01 N (1:1 volumen/volumen) y se recogleron 130 ml de

13
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—ung fraceidén que mostraba absorcién ultravioleta a 292 m a4
Despues de separar el metanol por destllaciédn, se ajustd
ol llquldo residual a pH 6,0 con Dowex(R) 44 (tlpo OH~™ ) y
Se - . .liofilizo” . para obtemer 813 ng (75% de rendi-
iiiento) de monosulfato de NK631 (forma que contiene cobre)
: Fn forma de un polvo amorfo azul, que jenia una'potencia.
fantimiorobiana de 7.819 w/mg. -

Ftape B: Se aplicd el tratamiento de separacidn

del cobre a 300 mg del monosulfsto de NK631 (forma que conm
tiene cobre) obbenido en la etapa A anterior, de la misma

manera que en la etapa B del ejemplo 9, a excepcién de que

en la operaoiénrde elucidén se utilizaron una solucibn acuo
/sa de aceteto aménico al 5% ¥y una meécla de metanol y dcidp
‘acético ‘aeuoso 0,01 N (1:1 volumen/volumen), en luger de 1p
solucién acuosa de cloruro sédico al 5% y de la mezelza de
metanol y a01do clornldrlco acuogo 0,0025 N (1.1 volumen/
volumen), res peutlvamente. Se obtuvieron asi 748 mg ( en—
dimiento 96%) de sal del dcido tiacético de NXK631 (forma
exenta de cobre) en forma de wn nolvo'amor;o de coloreblan
co amarillento pdlido. Bl méximo de absorcidn ultrav1oleta
y la potenoma antlmlcroblana de este producto, fueronwcpmo
se muestran a contlnuaclon. -

Maximo de absorcidn ultravioleta:

mp ©% 0,1 ¥ m01)
1em ?

290 (105)

Potencia antimicrobiana: 7.620 u/mg

Bjemplo 11,
b Sintesis del diclorhidrato de NK631 (forma que
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| contiene cobre). ¥ del diglorhidrato exento de cobre.

. En 3 ml de metanol: se disolvieron 1,0 g de diclo

 hidrato del éster 3~aminopropilico del &eido bleomicinico.

4

A la solucién se aﬁadiéron, gota a gota, -a la temperatura
ambiéhte, 193 mg de S-terc-butoxicarbonil-4,6-dimetil~2~

-mercaptopirimidina, durante un periodo-de 60 ninutos, mie

tres se mantenia el pH a 6,0 - 7,4, mediante la adicidn de|

trietilamina al 14% en metanol. La mezcla se agité durante

otras 2 horas para dar el éster 3~N-terc-butoxicarbonilemi]

nopropilico del dcido bleomicinico. Seguidetente, se enfri

la mezcla a 02C, se mezcld con 1,2 g del compuesto.amino,
7 RS N

Yy se agitd durante 70 horas. A la mezcla de reaccidn se

afiadieron 10 ml de acetona fria pars precipitar'los compo-

nentes de bleomlclna. El precipitado se reconlo por filtrg

cidn, se lavo oon acetona:y, seguilamente, se dlsolv10 sn
30 ml de agua destllada,_ justandoge $nmedlaﬁame§te'a pH
6,0 con dcido clorhidrico 0,1 N. La.sojucién acuosa resul-
tante se purificd siguiendo el proerLmJento ut111Zado en
la etepa A del.ejemplo 5, para obtener’ 597 mg (rendiniento
56%) de diclorhidrato de NK631 (forme que contiene cobre)
en forma de un polvo aemorfo azul, que tenia una potencia
antimiorobiana de 8.010 w/mg.

 Ttapa B: Bn 50 ul de metancl se disolvieron 500
ng de diclorhidrato de NK631 (forma que contiene éob}e)
obtenido en la etapa A anterior. En la.solucién vigorosa-
mente agitada se introdujo sulfuro de hidrégeno a través
‘de una boqullla de un didmetro 1nterlor de 1 mm, sumergida
en la solu01on, durante una horsa, hasta dlsolver un gren
exceso de sulfuro de hidrdgeno en la solucién. Despues de

termlnada la introduceidn del sulfuro de hidrégeno, se de-

[

O~
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36 1a solucidn en reposo durente 30 minutos a la temperatu

2

ra ambiente. Bl sulfuro de cobre precipitado se recogld pol
filtracidn & se lavé con 50 ml de metanol saturado con sul
furo de hidrdgeno. El filtrado y las aguay de lavado se
combinaron y se liberaron del metenol y del sulfuro de hi-
drégeno mediante destilacidn bajo presidén reducida. El re-
giduo se disolvid en 50 ml de metanol y se mezcld con 100
ml de éter etilico. El precipitado formado se recogid por
filtraciég, se lavé con éter y se secd para obtener 394

mz (rendimiento 82%) de diclorhidrato de NK631 (forme exen|
fa de cobre) en forme de un polvo amorfo de coior blanco
emarillento palido, que tenia una potencia antimicrobiana

de 7.820 u/mg.

Fjemplo 12

Sintesis del diclorhidrato de NE631 (forma quo
contiene cobre) f del diclorhidreto exento de-cobre. -

Etapa A: En 2 ml de metanol se disolvieron 1,0 g
del diclorhidrato del éster 3-aminopropilico del ééiqéu
bleomicinico (forms que contienc dobre). A la soludiéﬁrvi-
gorosemente agitada, a la temperatura ambiente, se'aﬁadie-
ron 98 mg de aldehido %alicilfco, wientras se mantenié;él
pH de la solucién a %,5—7,4 mediante la adicidn de trie%i—

lemina, para dar el éster 3-N-salieilideniminopropilico del

dcido bleomicinico. Al cabo de una hora de agitacidén conti-
nueds, se aﬁadie}on a lg mezcla, enfriada s 0°C, y con agi
tacidn, 600 mg del compuesto amino. La mezcla se 2gitdé du-
rante 30 horas. A la mezcla de reaccidn se afiadieron 10 ml‘
de acétona fria para precipitar los componentes de bleomi~

cina. El precipitado se recogié por filtracidn, se lavd coh

-
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—acetona y, seguidamente, se disolﬁié en 30 ml de agua des-
tilé&g, ajusténdose inmediatemente a pH 6,0 con‘écido clorr
hidriéo 0,1 N. La solucién acuosa resultante se purific
éomo en la7etapa 4 del ejemplo 5, iara obtener 501 mg (ren
?imiento 4;%) de diclorhidrato de NK631 (forma que contie-
ne cobre) gque tenia una pofencia antimicrobiana de 8.013
F/hg.- .
Etapa B: En 25 ml de 4cido clorhidrico acuoso

0,5 N se disolvieroa 450 mg del diclorhidrato de NE631 (fo;

e

ma que contisne cobxme) obtenido en la ebapa A anterior. A
la solucibn se afladieron 25 ml de ung solucién clorofdrmi~
ce que contenis 0,2% de ditizona (difenilfiocarbazona).
[Después de ung répi@a agitacidén por sacudidas y mezclado,
'se dejoé la mezcla en reposo hasta que se separd la mezcla
én dos capss. Se retird la capa inferior (cape cloroférmi-~
ca) ¥ la cépa superior se meéclé con 25 mlrde solueidn clo
roférmica de nueve aportacion, que contenia ditizoﬁa. Se
repitid ocho veces el procedimiento enterior de agitacién
o sacudidas, separacitn de fases y adicidén de solucidn
cloroférmica que contenis ditizona de mueva aportacion,
Pinalnmente, la cape superior (capa'éouosa) se lavd con' ¢l
roformo y la capa acuosa separada se ajustd a pH G,O‘éon
Dowex(R) 44 (tipo OH™). La capa acuosa asi trafada‘se=ev§
pord hasta sequedad bajo presidn reducide, pers obteﬁér
415 mg (rendimiento 96%) de diclorhidrato de NK631 (forma
exenta de cobre) en forma de un polvo amorfo, de color
blenco amarillento pdlido, que tenia une potencia antimi-
, orobiana de ;.845 u/mg . x
Ejemplo 13

Sintesis del diclorhidrato de NEK631 (forma que
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— conticne cobre).

: En 2 ml de moetanol se disolvieron 1,0 g de di-

clorhldreto del éster 3-aminopropilico dol deido bleomlci-
nico (ferma que contiene cobre). A la soluclén enfrisda a
02C se afiadleron, con agitacidn, 1,0 g del compuesto ami-
no, y la mezcla se agltd durante otras 72 horas. A la mez-
cla. de reaccién se afiadieron, con agitacidén, 6 ml de aceto
na,fria para precipitar los componenies de bleomicina. El
precipitado se purificéd como en la etaps A del Ejemplo 5

para obtener 128 mg (rendimiento 12%) de diclorhidrato de

NK631 (forme que contiene cobre) en forme de un polvo amor
i
fo azul, que tenia una potencia sntimicrobizna de 8.015

u/me .

Ejemplo de referencia 1

Sintesis del H-/ (S)-1!-feniletil_/-1,3-dicmino~
propano. | _ | '

A 50 g de (8)-1-feniletilenina, & 0°C, con en-
friemiento, se. afiadieron con agitacibn, 33 é de acrii@ni-
trilo. La mezcla se colocd en un matraz provisto de un con
densaéoi de'feflujo conectado g wn tubo de cloruro célgico,
¥ se calentd hasta 932C, temperatura a ls cugl se agifé 1la)
mezcia durante 18 horas. Después de completada la reaccidn
se liberé la mezcla de reaccidn del exceso de serilonitri-
lo, mediante destilacidén bajo presidn reduéida. El residuo
se destilé bajo presidn reducida y se recogid una fraceién
que hervia g 1429 ~ 14590/% mm ‘de Hg pars obtener 53,5 g
de 3-/(8)=1'~feniletilamino 7propionitrilo. Este nitrilo
se colocd en un autoclave junto con 5 g de niquel Raney

W=7y 50 ul de etanol que contenia 15% de gmoniaco. La mez
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- cla se agitd a una velocidad de 1.000 revoluciones por mi-

nuto durente 1,5 horas, a 50-582C, y bajo una presién par-

la reduccidn se destild la mezcla de reaccién bajo presién
reducida. Se recogid una fraccidn que hervis a 95-1032C/2
‘mm deng, pars obtener 48,3 g de N;Zf(s)—1'-feniletil_7¥1,
~dieminopropano / 66% de rendimiento tedrico con relacidn

a la (§5)~1-feniletilenina 7,

ciel de hidrégeno de 100-40 kg/cm®. Después ‘de completada |
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-~ RETVINDICACIONES -

I Los puntos de invenclén propia y nueva que se
Fresentan para que sean objeto de esta.solicitud de Paten-
{te do .Invencidn en Ispaiim, por VEINTE afics, son los que se
recogen en las reivindicacionce siguilentes:

12.~ Un método para producirﬂ3-["(8)-1'-fenile-
tilamino_/propilaminoblecmicina representada por la férmu-

la
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con N—Zf(s)—1'—féniletgl_7l1,3-aiaminopropano, en us di-
solvente'y, si es necesario, coovertir el producto en-una
sal no téxica.

28,~ Un método de gcuerdo con la reivindicacidn

18, en el cual la sal no %dxica es clorhidrato, sulfato o

sal de dcido gcético.
3&,- Un método de acuerdo con lg reivindicscién
12, en el cual el derivado reactivo del grupo carboxilo

del acido bleomicinico se prepara utilizando un compue st0
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. /1§, en el cual el derivado reactivo del grupo carboxilo -de
f‘\ié, en el cual ¢l derivado reactivo del grupo carboxilo

|- 62.- Un método de acuerdo con lg reivindicacién

Hoja ntm. 51

-seleccionado del grupo consistente en 6~cloroF1-p-cloro—
bencenosulfonllox1benuotrlazol 3t=sulfonato de N-etil=5-
-fenlllsoxazollo, perclorato de N—terc—but1l~)-metlllsoxa—
gollo, ﬁ-etox1carbonll-2-etox1-1,z-dlhldrpqulnoleina, sul-
fito de di-p-nitrofenilo, fosfitq de tri~p-nitrofenilo,
%ricloroacetato de p—nitrofenilo, N—higroxisuccinimida, a1
fciclohexilcarbodiimida, 1~etil—3—(3-dimetilamin0propil)cag
bodiimida, 1-ciclohexil~3-(2-morfolinocetil)-carbodiimica,
difenilcarbediimida, di-p-toluilcarbodiimida, diisopropil=-
cerbodiimidsa, p«nitrofenbl, pentaclorofenol y alcohol ben~

cilico.,

4%,~ Un método de acuerdo con la reivindicacién

‘é4ecido bleomicinico es el éster 3-aminopropilico.

58,~ T método de acuerdo con la reivindicacidn

el dcide bleomicinico es el éster N-monosustituido-3 amin

propilico.

éa, en el cual el éster N—monosustltv1do—3-am1noprop111co
es un. ester seleccionado del grupo consistente en eqter
3—acet11am1nopr0911100, dster 3- su001nllam1nopr0p111co,
ester 3-benzoilaminopropilico, éster 3-ben01lamln0prop111-
co, éster 3-p~toluensulfonilaminopropilico, éster 3—(2,4—

-dinitrofenil )aminopropilico, éster 3-(3,5-dimetil~3-o0xo-

T ciclohexen-1-il)aminopropilico, éster 3-(terc-butoxicarbo-

nil)aminopropilico y éster 3~(saliciliden)-iminopropilico.
78+~ Un método de acuerdo con la reivindicacién
18, en el cual se utilizan de 1 a 10 equivalentes del

ﬂ-[f(s)-1'-feniletil_7l1,3-diamin0propano por cada equive-




j-

-

16

15

20

25

DNmM30
28068

7"leti1_7:1,3-diaminopropano se hacen reaccionar a 02 - 30°C|

Hoja nam. 52

_lente del 4cido bleomicinico.

co b

82,~ Un método de ascuerdo con la reivindicacidn

12, en el cual el &cido bleomicinico y el W-/ (8)-1'-feni-

durante 1 a 24 horas.
/ 94 ,~ Un método de acuverdo con la reivindicacidn
18, en ellcual se utilizan de 1 a 10 equivalentes del
N-/"(S)=1p~feniletil_7~1,3~diaminopropano, por cada eqﬁi—
velente del éster 3-aminopropilico del dcido bleomicinico
gfde un derivado N-monosustituido del mismo.
! 108,- Un método de acuerdo con le reivindicacidn
1?, en el cual se hacen reaccionsr el éster 3-aminopropi-
lico del gcido bleomicinico o wn derivado N-monosustituido
“del mismo, y el N/ (S)-1'~feniletil 7-1,3~-diaminopropeno,
& 02 - 809C, duremte 1 a 72 horas.
h 118,- Un método de acuerdo con le reivindicacidn
i?; en el cual el disolvente es agua, metenol, dimetilfor-
namida, sulfdéxido de dimetilo o una mezcls de los misﬁos.
128,~ Un método para produvcir 31[—(8)-1'-féﬁile?
tilamino_/propilaminobleomicina. - |
VTal ¥y como se ha descrito en la Memoria querah-
tece@e, represenfado en los dibujos que se acompaﬁan ¥y con
logs fines gque se han especificado. |
Bsta Memoria consta de cincuenta y dos hojas es-

crites a miquing por une sola cara.
Medrid, 31.ACL1978




FTEPOIL e YAkl enboa R b e T

L=y}
1 £]
(*X]
@A
=5

FI1G.I

200}
%

lem g0t

160}
140+

120+

60

40}

220 240 260 280 300 30 340 360mp

N \mi?*}'*» RHE *i‘_'.'k'x‘_lpu "*»‘ ,
i:f,,.nr“.-‘,-'-;. -J;‘_:f b P



MIppror FAYAYY BABU-HIn: i 7O i, i

fiy
L
£
E

e

FIG.2

200+

1% 180 +

E Icm
160 |

140

ey, AR
UMt s el T .

e g



NIPPOM b YARY EaBUSHINT DOI0FS 7 I[T/I11

100
.
60
40 -

201

FIG.3

0

0

4000 3000 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650 cm”’

F1G.4

4000 3000 2000 1800 1600 1400 1200 000" 80O 650 e’

P B ]
! Y [PORE S
TN ,[’uq.-j;" & '{:

: :
P Y



	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



