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Hoja ntim, l

i Egta invencidn se refiere a un procedimiento ﬁa-
ra ﬁfoducir una nueva vleomicina 6pticamente activa repre-
sentada por la férmulse (II) que se muestra abajo. Mds par-|
ticularmente, se refiere a un procedimiento pafa prdducir
una nuevs 3-Z”(S)—1'—feniletilamino_7bropilaminobieomicina
representada por la férmula (II) caracterizado pof inocu~
lar una cepa productors de bleomicina gue pertenece al gé- '
nero Streptomyces en un medio, cultivar 1a cepa en Presens
cie de N—Z’(S)—l'—feniletiLJ7-1,3—éiaminopropano represen~
éado por la férnula (I) o su sal a fin de producir selec-
tivamente 3~/ (8)~1l'~feniletilamino_7propilaminobleomicina

representada por la férmula (II) y, despuds de ello, aisla

¥y recoger la bleomicina formada a partir del fluido de cu;

tivo.
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- i Ta bleomicina es una sustancia antibidtica antid

Hojn nam. 3

il
v

tum5r31 descubierta por Umezawa y otros ZfUmezawa y otros:
Journal of Antibiotics, 194, 200 (1966)_7. BEs un azicar-
-péptidﬁ bdsico y soluble en agua, capaz de formar un que-
lato con un dtomo de cobre divalente. Puede obtenerse culd
tivando una cepa productora de bleomicina perteneciente a

Streptonyces verticillus en un medio nutriente con aireg-

cidn y agitacidn, y aislando luego el producto dél fluido
- de culfivo por algin medio tal como resina de intercambio
:ée iones., De acuerdo con el procedimiento de cultivo usual
se producen y aislan 16 clases de bleomicinas /por ejem=
plo, Umezawa y otfos: Journal of Antibiotics, 19A, 210
(1966)_7. '

Eg sabido tanmbién que estas‘bleomicinas € re-
presenten por la férmula general siguiente (III) en 1a que

R es diferente entre las bleomicinas individuales.

\-
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Se degcribe tanbién en la Patente de ZE.UU.
Ne 3.846.400 que, si i% cepa productora de bleomicina se
cultiva en un medio que contiene un compue sto aminado, la
bleomicina resultante incorpors dicho compuegto éminado
en si misma como su cadena lateral, representada por R
‘en la férmula (III), para formar uns nueva bleomicing que
es diferente de cualquiera de las bleomicinas conocidas
¥ que no puede obtenerse por cualquiera de los procedi-
mientos de cultivo usuales.

Algunos ejemplos de tales nuevas bleonmicinas se
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_ muestran a continuvacidn:
194

R:
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~N-CH,CH, CH,~5-CHy

L) ¥ C -
I\T—CHZCII2 H2 S\CH
3
i

-N-CH _CH CHZNH—CH CH.CH CHzNH

2 "2 2772772 2

hjed
"

2CH20 HaCHz-NH-C -IJHZ

H
-N-CH

~NH~- (CHZ) 3—I‘§‘HCH
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~NH~ (CHZ) 3~NI{C 4H9

~NH-(CH,) 3—1\1..\/]

Entre estas %leomicinas, Al, Az, A5, Bz, desne~
til A2 ¥ algunas otras se utilizan extensivamente en 1la
forme de una mezcla exenta de cobre (de aqui en adelante,
se hace referenéia a su mezcla de la que se ha eliminado
el cobre como "complejo de bleomicina') para el tratamiend
to clinico del cédncer, en particular para el tratamiento
del carcinoma de las células escamosas, asl como del cdn-
cer de piel, cédncer de cabeza y cuello, cédncer del cuello

uterino, céncer de pulmén, linfome maligno y similares, .

Hojr nGm. 5 -

Nombre de Bleomicina

desmetil-A

2 .
(3-(metilmercapto)pro=-
pilaminobleomicina)
A
A2
A5
B,

3=(metilamino)propil-
aminobleomicing

3-(butilamino)propil~
aminobleomicina

3~(pirrolidino)propil-
aminobleomicing
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/ En viste de lo gue antecede, los autores de la

Hoja nGm, 6

con!resultados sgtisfactorios en el momento presente.

L Desde el dngulo de los efectos secundarios, sin
embargo, la bleomicine tiene algunas propicdades indesea~
bleg tales como el ser.causa de fibrosis pulmonsr. La fi~
brosis pulmonar es el més peligroso entre los efectos se-
cundarios de la bleomicina. Se deduce fécilmente que si
este efecto secundario puede mitigarse en cierto grado la
eficacia carcinostdtica de la bleomicina se exhibird nds
plenamente en el campo clinico,
presente invencién han preparado diversas bleomicinas ¥
han examinado sus’actividades carcinostdticas y toxicida-
des; particularmente el efecto sobre la fibrosis pulmonar
mediante experimentos repetidos en animales a lo Jargo de
muchos afios. Como resultado, se ha encontrado que la nue-
ve bleomicina representada por la férmula {(II) sntes men~
cionada, a saber, 3=/ (8)-1'-feniletilamino 7propilamino-

bleomicina (a la que se hace referencia aqui como JNK 631!

para abarcar tanto la forma gue contiene cobre como la fo%
ma exenta de cobre), obtenible por cultivo de una cepa prd-
ductora de bleomicina gn presencia de N—Z"(S)-l‘—fenileti:7

~1,3~diaminopropano como precursor, no es en modo alguno

inferior en efecto carcinostdtico a los complejos de bleo-
micina comercialmente asequibles en el moamento presentelo
a cualesquiera otras bleomicinas descritas y tiene una po+
sibilidad muy disminuida de causar fibrosis pulmonar.
Esta invencidn se ha culminado sobre la base del
descubrimiento arriba mencionado.
Es un objeto de esta invencidn proporcionar un

procedimiento fermentativo para producir una nueva bleo-
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Otros objetos y ventajas de esta invencidn serdn
evidentes a partir de las descripciones dadas a continua-
cidn. , 4

‘ Hablando en términos generales, la isomerizacidn
es upa de las reacciones bioquimicas mds importantes que
tienen lugar en el procedimiento de crecimiento de los mi-—
croblos, por el cual diversas sustancias 6pticémente acti=-
vas se convierten con frecuencia eﬁ sustancias antipodas o
facémicas. Aparte de ello, la posibilidad de que un compue
to aminado épticamente activo pueda experimentar una race-
mizacidn no bioqufmica en el curso de lz esterilizacidn o
del cultivo es también innegable. Muchas 1nvest1ga01ones.
han revelasdo que una sustancia 6pticamente activa difiere
claramente de otra sustancia Spticamente activa en permea-
bilidad a través de la pared de les células microbianas
o membranz celular, as{ como en especificidad para un suse
trato y afinidad para las enzimas que participah'en los
sistemas biosintéticps vy metabdlicos.,

- En el sistema biosintético de 1la bleomicina; se
espera naturalnents qug el microbio se comporte de algin
modo selectivo cuando el mismo incorpora un compuesto ami-
nado 6pt icamente activo en si mismo y que el compuesto. ami
nado o la bleomicina resultante pueda sufrir p031blemente
una racemizacidn. |

De hecho, los inventores analizaron, por el pro-
cedimiento que se menciona mds adelante,‘la bleomicina ob-

tenible por cultivo de una cepa productora de bleomicina

en un medio que contenfa N-/"(R,S)-1l!-feniletil 7-1,3-diad
ninopropano como precursor y encontraron que el Nﬂ[i'-fe-

114}
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L niléti1;7Fl,3-diaminopropano introducido én la bleomicina

/la introduceidn de la forma R tiene siempre prefercncia

sobre la de la forma S.

8

Hojn nam,

] i

mentiene siempre wna relacidn R/S casi constante de 4:1.
Aungue se desconoce la razdén por la que la bleomicina re-
sultante no era la forma RS, el hecho experimental arribsa

mencionado suglere evidentemente que, en el sistema bio=
/

sintético de la cepa productora de bleomicina perteneciens

te a Streptomyces verticillus, la intrcduccidn de un come

puesto aminado dpticamente activo en la moldeula de blecmi

clna progresa con una selectividad notable de tal modo quL

Se espera, como consecuencia de este hecho, gue
cuando el cultivo se lleva a cabo en un medio gue contie-

ne N-['(s)-l'afenileti;;7-l,3—diaminopropano COI0 precur-—

W

sor, .serd extremadamente diffcil introducir selectivament
el compuesto amingdo en la molécula de bleomicina y obte-
ner de este modo NK 631 de pureza dptica elevada con un
rendimiento alto.

A pesar del hecho experimental arriba mencionaw
do, los estudios de los inventores hen revelado que, si
se afiade N—éf(s)-l'—fgpiletil;7~l,3-diaminopropano al sish

: A\
tema de cultivo, no sufre racemizacién alguna y, sorpren-
dentemente, puede incorporarse en la molécula de bleoid-
cina con exactamente la misma relacidn RB/S que en el caso

en que se afiade un compuesto aminado de forma R pura al

sistema de culbtivo. Aungue no puede darse ninguna explical
cién decisiva en el momento actual, una posible hipdtesis
que explica el hecho puede ser gue el compuesto aminado

de la forma R actua competitivamente o antagonisticamente
¥y como resultado de ello, la introduccidn del compuesto
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. aminado de la forma S se ve impedida y la formacidén de

-establecido un procedimiento para obberer, con rendimient¢

Hoja ntm. 9

bleomicina de forma R progresa abrumadoramente. Asi, se he

alto, uvna rueva bleomicina NK 631 que es muy importante
para el tratamiento del cdncer. Sobre la buse de este dest
cubrimiento, ge ha puesto a punto esta invencidn. Esta ins
ﬁeﬁcién es el primer logfo en la produccidn fermentativa
de bleomicina Spticamente activa. |

Bl N-Z'(S)-l'-feniletil;7ll;3—diaminopropano
utilizado en la presenterinvencién es un cempuesto nuevo
qﬁe los inventores han sintetizade por primera vez. Dicho
compuesto puede sintetizarse de ia manera siguiente.

Se sflade una cantidad aproximadamente equifaleﬁn
te de acrilenitrilo a feniletilamina previamente enfriada
a 09¢. Ia mezcla se mantiene a 850~1002C Qurante 10-24 ho-
ras para compledar la reaccidén. Despuds de ello se separs
por destilacién el exceso de acrilonitrilo a presidn redus
cida, y el residuo se destila adicionalmente para obtener
3—Zf(s)—l'ffeniletilamino_7br0pionitrilo. Este dltimo se
reduce por el método convencional en presencia de, pof
ejemplo, niquel Raney como catalizador para obtener el
N—[‘(S);l'—feniletil;7-l,3-diaminopropano buscado (al que
se hace referencig de aqui en adelante como "compuesto
aminado"). La Tabla 1 presenta las propiedades fisices y

quimicas del compuesto aminado
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Table 1 Fy}71297
Base libre Dieclornidrato

(1) Aspecto

quuzdo incoloro
(temperatura am~
biente)

Agujas blancas

(2) Punto de fusidn

223,52 =~ 2249C

(3) Punto de ebulli-
c¢idn

950 - 1039C
(2 mmHg)

(4) Mdximo de abuor
cidn en ultra-—
violete (mm)

241, 247, 252,
257, 263, 267"
(metanol)

250, 256, 259,
566 (n'ua dege
tiladas

(5) Coeficicnte de
extincidén molar
£(256 m u)

206 (agua desti~
lada)

(6).R5tacién
fica

25
L7

especi-

26
ch

~56,382 (no
dlluida, C = 1)

-20,62 (C = 1,
(agua destilada)

(7) Cromatografie en
capa)delgada

n-rropanol-piri
dina~acido acé=
tico-agua
(15:10:3:12
vol/vol)

Avicell~SF @

0,73

0,73

(8) Blectroforesis
. de alto voltaje

(B,)

(continda)
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[ Tabla 1 (continuacidn)
¢
Acido férmicow .
deido acético- 1,52 , 1,52

agua
/(25375 :900 vol/vol)

)
Avicell—SFC@,
800 V, 10 minutos.
Se toma alsmina
conmo 1,0

(9) Espectro de absor | 700, 760, €20 690, 750, 820,
i cidn en_infrarro= | 910, 1025, lOéO, 910, 980, 1020,

jo (em™1) 1130, 1200, 1065, 1075,
(método de KBr) | 1305, 1350, 1 1150, 1205,
1370, 1450, 1385, 1460,

1495, 1605, 1500, 1515,

2850, 2940, 1590, 2500,

; 3300, 3375, 2850, 3000,

2500
(10) Férmula molecu- C.-H, ok : G..H, NC1
lexr (peso molecu 1171872 1172072772
lar) (178,28) (251,20)

En la préctica de esta invencidn, es aconsejable
4utilizar un medio compuesto principalmente de hidratos de
carbono y materias orgdnicas que contienen nitrégeno tales
como gelatina de mijo, glucosa, almiddn, pdlvo de semilla
de soja, ligquido de maceracidn de maiz y similares y que
contenga adicionalmente una pequefia cantidad de materias
inorgdnicas tales como fosfato de potasic, sulfato de co-
bre, sulfato de zinc, sal comestible, nitrato y similares
(este tipo de medios se mencionan en, por ejemplo, las Pa-
tentes de EE.UU. Ne 3.681.491 y 3.846.400), BL N/ (S)~1'~
-fenileﬁil_7¥1,3-diamino§r0pano utiligado como precursor
puede incorporarse en el medio previamente, o afiadirse al
mismo por porciones en el transcurso del cultivo; 0 afladir

se de manera combinada. Usualmente, el compuesto aminado a

afiadir se neutraligza previamente con decido clorhidrico ¥y
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acetona-deido clorhidrico, se concentra Y se liofiliza.

Hoja naimn. 12

—se utiliza en la forma de clorhidrato. Sin embargo, es tamdt

- bidén permisible afiadir un compuesto aminado libre al medio1
Eg/el Ultimo caso, el valor del pH del medio se ajusta comg¢
un todo y, después de ello, se injcia el emltivo.

La concentracién de M-/ (S)-1l'-feriletil 7~1,3-

~disminopropano en el medio estd comprendida dentro del in-
tervalo de 0,2 a 2 mg/ml, preferiblemente 1 mg/ml. Despuds
que’ se ha esterilizado el cultive, se inocula el mismo con
una cepa productora de bleomicina pertenaciente a Strepto-

myces verticillug tal como Streptomveces verticilius NK

68144 depositada en el Fermentation Rescarch Institute,
Agoency of Industrial Science and Teehnology, Japdn, como
FERM-P N¢ 4108 y en 1a American Type Culture Collection
como AICC 31307 o con un fluido de cultivo de siembra Jde
una cepa productora de bleomicina perteneciente a la varie-

dad de Streptomyces verticillus, y lunege se cultbiva entre

232 y 379C con aireacidn y agitacidn, usualmwente durante
un periodo de aproximadamente 5 a 10 afas. E1 cultivo se
completa cuando se alcanza la potencia mdxima del caldo,

lo que se deterwmina por bioensaye utilizando mycobacterium
607 como bacteria de ensayo. Una vez completado el cultivo,
el fluido de cultivo se filtra junté con un ceadyuvante de
filtracidn, se hace pasar el filtrado a iravds de_uﬁa resi-
na de intercambio de anidnrque tiene grupos reactivos talesg
como carboxilo para adsorber el producto deseado sobre la
resina, el producto se eluye con deido clorhidriéo acuoso;

¥ se neutraliza el producto eluido. El goluito se adsorhe

una sola vez sobre carbln vegetal activado, se eluye con

Se extrae con metanol, se somete a cromatografia sobre
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1 gel, compuesto de bolitas microscdpicas de dextrana reticu-

1 lor amarillento-blanco pdlido de monosulfato de NK 631 (for:

| B-/ 1'~feniletil 7-1,3-diaminopropanc,

Héja nam. L3

_alinina, se sluye con metanol, y ¢l eluato se concentra y
se liofiliza. Después de ello se somete a cromatografia so-

“bre SephadexCE)G~25 (un nombre comercial de un filtrante dq

lada, fabricedo y vendido por Pharmacia Fine Chemicals Inc

Sueciz), después de lo cual se somete de nuevo a cromatogra-

®

Sephadex de intercambio de catidn compuesto de bolitas mi-

fia sobre CM Sephadex = C-25 (un nombre comercial para wn
croscdpicas de un derivado del pcliéacérido dextrana que

contiene grupos carboximetilo, fabricazdo y vendido por Phax-
macia Pine Chemicals Inc., Suecia) y sz eluye con solucidn
acuosa de cloruro de amohio, con lo que se obtiene un elua-
to que contiene la forma deseada NK 631 que contiene cobre.
Esta fraccidén se vierte en una columna de resina Diaion(g]
HP 40 para adsorber el producto sobre la resina, se lava sU
ceslvamente con una solucidn de etilendiaminotetraccetato
disédico (a la gue se hace referencia de agui en adelante
como EDTA.Na,"), una solucidn de sulfato de sodio y agua,
y finalmente sé eluye con nezcla acetena-agua. El elvato

se concentra y se liofiliza para dar un polvo amorfo de co-

ma exenta de cobre),

El monosulfato de NK 631 (forme exenta de cobre)
obtenido de acuerdo con esta invencidn se hidrolizé coﬁ un
dcido fuerte, el producto hidrolizado se reveld por medio

de electroforesis de alto voltaje sobre papel y cromatogra-

fia en dos dimensiones sobre rapel, ¥y se ensaydé por la reac

cidn de la ninhidrina. Asf, se confirmé 1a presencia de

Después de ello se aisld y purificd la amina, y
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}-se midieron su rotacidén especifica y su absorbancia en ul-

- travioleta para deteruinar la pureza dptica del NK 631. BElL

Hoja ntim, 1/"
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procedimiento concreto de la determinacidn fue como sigue:|

/ Aproximadamnente 50 mg de monosulfato de NK 631
(forma exenta de cobre) se mezclan con dcido ¢lorhidrico
6N y se calientan a la temperatura de reflujo de 110¢ a

115¢C durante 16 horas. Se aisla el N~/ (S)-l!~feniletil 7

14

~1,3-diaminopropano del producto de descomposicidn y se pu
rifica, aespués de lo cual se mide su rotacidn dptica
( A= 365 nm) a 259C con un polarimetro Perkin-Elmer 141,
Se miden después la absorbancia para A= 256 nn y la curva
completa en la regidn ultravioleta. La curva en el interva
lo de 280~310 nm se extrapola a A= 256 nm, que se ubili-
za como linea base para 256 nnm.,
Cuando la pureza 6ptica se expresa por x, se ob-

tienen las ecuaciones siguientes:

X = S5 ¢evesr et e (l)
S+ R :

x=0,5+4 5,735'x gé....... eeee (2)

donde S: rotacidn dptica levorrotatoria
R: rotacidn dptica dextrorrotatoria
3 rotacién dptica observada
0D: absorbancia observada.

El monosulfato de NK 631 (forma exenta de cobre)
obtenido de acuerdo con esta invencidn da, por hidrélisis
dcida, N-/"(S)-l'-feniletil /-1, 3~diaminopropanc, cuya ro-
tacidn especifica observada [1XL7§25 es ~64,18¢ (C = 0,38,

H20) en un caso tipico. La pureza éptica del monosulfato
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- de NK 631 de partida (forma exenta de cobre) calculada de
. acuerdo con la ecuacidn arriba mencionada es 98,5%. |

; Las tablas 2 y 3 enumeran las principales carac-

teristicas fisicas y quimicas de NK 631. |

La estructura de NK 631 representada por la £ér-
mula (II) se ha comprobado por disolucidn de monosulfato
de FK 631 (forma exenta de cobre) en agua pesada y midienu
do 13c-RMN por el método de desacoplemiento del ruido pro-
tonico con dioxano como patrdn intefno. Asl, las sefiales
siguientes pueden observarse como ua %odo a: .

’ 19,4, 26,3, 37,0, 43,5, 58,9, 128,3 (dos), 130,0
(8os), 130,2 y 136,3 ppm que son asignables a los once &tod
ios de 130 presentes en el compuesto aminado que consﬁitu&e
la cadena lateral, a saber el resto de 3~/ (S)-lt-feniletii
_amino_/propilamino. Todas las restantes sefiales debidas al
dtomc de carbono son seflales caracteristicas de 1z biblio-
grafia mencionadg de las bleomicinas generales ZfNaganawa

y otros: Journal of Antibiotics, Vol. 30, pde. 388 (1977).




10

20

25

30
23068

Tabla 2

Propiedades fisicas y quimicas de NK 631 (forma que

contiene cobre)

Hoja nam. 16

Diclorhidrato

Monosaulfato

(1) Aspecto

Polvo amorfo azul

Polvo aworfo agull

(2) solubilidad

Soluble en agua, me
tanol, dcido acdtis
co, sulféxido de di
metilo y dimetilfor
manida; ligersmente
soluble en dioxano;
insoluble en etanonl,

acetona, éter y ben

ceno

Lo mismo que a
la izguierada

(3) Punto de fu~-
's1dén (desconm
posicidn) (¥C)

- 205 - 207

205 ~ 207

(4) Rotacidn eape
cifica

o 720

£ —7;36
(agua destila
da, ¢ = 1,07

""95 ’ 6Q

~93,7¢

(5) Cromatografis
én capa delga-
da (Hf) (Vvéase
Note ~1)

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

(a) 0,72
(v) 0,75

(6) Electroforeéis
Ry :
(se foma la ala

nina como 1,03
véase Nota 2)

0,80

sorbente para cromatografia en capa delgada
compuesto de gel de silice fabricado por HMerc
Inc. EE.UU.), metanol-acetato de amonio al

10%~agua amoniacal al 10% (10:9:1 (vol/vol).

(Nota 1) (a) Gel de silice G(E)(nombre comercigl derun ad-

[
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(v) Avicell‘SF(gy(nombre comercial de un adsor-
bente para cromatografia en capa delgada com
puesto de celulosa cristalina fabricado por
PMC Corporation, ¥E,UU.), n-propanol-piridi-
na-dcido acético~agua (15:10:3:12)

Avicell SF<§% deido férmico-dcido acético-agua

(25:75:900 vol/vol), 800 V, 15 minutos.
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Bn los dibujos que se adjuntan, las Figuras 1 ¥
2 ilustran las absorciones en ultravioleta de KK 631 de eg
ta invencidn, y las Figuras 3 y 4 ilustran sus absorcionesg

en infrarrojo. Es decir, que la Figura 1 es la curva de

absorcién en ultravioleta del diclorhidrato de 3~/ (S)-1'-
—fehiletilamino_?bropilaminobleomicina (forma que contieng
coﬁre). La Figurs 2 es la curva de absorcidn en ultravio-
leta del monosulfato correspondiente (Fforma exenta de co-
bre). Ia Pigura 3 es la curva de absorcidn en infrarrojo

del correspondiente diclorhidrato (forms que contiene co=-

/
bre) medids en el estado de tableta de bromroe de potasio

Ie Figura 4 es la curva de absorcidan en infrarrojo del cos
rrespondiente monosulfato (forma exenta de cobre) medida
de la misma manera que arriba.

Haciendo referencia a ejemplos experimentales,
se ilustrardn a continuacidn las excelentes actividades
bioldgicas del NK 631 de esta invencidn. |

A partir de los cuatro puntos de Qista siguienm
tes, se compard la actividad bioldgica del NK 631 con les
del complejo de bleomicina comercial y del monosulfato
de 3=/ (R,S)~lt=feniletilamino 7propilaminobleomicina (for
ma exenta de cobre) (al que se hace referencia de aquif en
adelanterZOmo "forma RS"). Dicia fornma RSAse habia produ-
cido de acuerdo con el jrocedimiento de fermentacidn de
la Patente de LE,UU. N2 3.846.400.

1. Fivbrosis pulmonar

2. Actividad antitumoral

3. Actividad antimicrobiansa

7 4., Toxicidad
1. Toxicidad pulmonar en el ratén (fibrosis)
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- Se utilizaron ratones macho de la raza ICR (de

15 semanas de edad) tomando 12 animales por grupo. A una
QOsis fija de 5 mg/kg, el agente se inyectdé intraperito-
ﬂealmente una vez al dia durante 10 dfas sucesivos. Des-
pués de la administracién, se alimentaron durente 5 se-
manas y se observaron. Pasado este periodo, se mataron y
se’ sometieron a autopsia para determinar la extensidn de

la fibrosis pulmonar.

Se compararon la incidencia y el grado de fibro

sis pulmonar en el grupo sometido a la adwministracidn del

agente entre los animales administrados con monosulfato
de K 631 (forma exenta de cobre), la forma RS y el com~

plejo de bleomicina, Los resultados e muestran en la

Tabla 4.
Tabla 4
1
Incidencis © Grado
% )
Ne de rato=~ Grado total
nes que tile |Relacidn | de fibrosis|Rela=
nen fibro- puluonar/ [cidn
sis pulmonar | ninero de
(%? muestra to-
tal
Monosulfato de 4/12 (0,33)| 0,36 6/36 (0,17)| 0,25
NK-631 (forma .
exenta de Cu)
Forma RS 7/12 (0,58) 0,63 | 12/36 (0,33)| 0,49
Conplejo de 11/12 (0,92)| 1,0 24/36 (0,67)| 1,0
bleomicina
¥

Grado 0: No se observa fibrosis en absoluto.

Grado 1l: Se obsgerva acumulacidn de exudado en los alvéo-

los, y se aprecia un cambio semejante a fibrosig
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en el septo'alveolar.
Grado 2: Se observa fibrosis en varias posicicnes,
Grado 4: Se observa fibrosis dispersa
/Grado 6: Se observa fibrosis en un d4rea extensa que ocu-
pa 2/3 o mds. .
Como se muestra en la Tabla 4, el monosulfato de
WK 631 (forma exenta de cobre) da aproximadamente 1/2 de
inqidencia ¥y grado cuando se compara con la forma RS, y da
aproxiuadamnente 1/3 de incidencis y 1/4 de grado cuando se
compara con el complejo de bleomicina. Estos hechog sugle=
ren evidentemente su utilidad clfnica.

2. Actividad antitumoral

2-l. Accidn sobre la célula Hela 84

Se determind 1la DI5O de cada sgente a partir de
la tasa de inhibicidn de la multiplicazcidn de la célula
Hels, S3 después del culfbivo durante 72 horas en presencia
del agente. El complejo de bleomicina did DIz de 1,70
meg/ml. Bl producto NE 631 aid 0,82 mecg,/ml, lo que Gemos-
traba que el mismo inhibia la multiplicacidn de la céluls
Hela S3 dos veces nds intensagente que el complejo de bleo:
micina., La forma RS did 0,80 meg/ml, lo que indicaba que
éra comparable al monosulfato de NK 631 (forma exenta de
cobre) en el efecto inhibidor.

2-2. Accidn carcinostdtica sobre el cdncer Ehrlid

del ratdn (cdncer sélido)

Se transplantaron 2 x 100 células subcutdnesmen~—
te en la regidn inguinal de ratones macho de la raga ICR
(de.6 semanas de edad). Transcurridas 24 horas desde dicha

operacién, se inicié la administrecidn del agente de la

misma manera que en 1-2. Quince diag después del transplant

h
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. te subcutdneo, el tumor se separd y se pesd, coupardndose
gu peso con el del grupo testigo sin tratar para determina
la tasa de inhibicidn. "
./ Como se muiestra en la Tabla 5, el monosulfato de
5 NK 631 (forma exenta de cobre) era comparable a la forma
RS y exhibia aproximadamente 1,4 veces la actividad carci-

nostdtica del complejo de bleomicina.

Tabla 5_
10 Grado de Inhibicidn (%)
Dosgis ' - .
(mé/kg x 10) | Honosulfato de Complejo de
NE 631 (forma |Forma RS bleomicina
exenta de Cu)
2,7 84 78 67
15 Q} 9 6 8 60 5 5
0,3 39 51 49
0,1 24 51 24
0,03 19 12 } 21
' 0 ’ 0 0 0
20 DIy :
0,35 0,31 - 0,49
(mg/kce/dta) ’ ’ ’

9-3. Accidn cercinostdtica sobtre el hepatoma de
ascitis de 1la rata (tipo ascitico)

5 | Se trensplantaron 1 x 10° células AT 66 on 1la
cavidad abdominal de ratas de la raza Donryu. Veinticuatro
horas después de esta operacidn, se administrd el agente
por via intraperitoneal, y se continud la administracidn

~durante 10 dfas sucesivos con una frecuencia de una vegz

30 al dfa. Treinta dfas después del transplante, se compro-
23068 ’ '
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. Tabla 6, Valores relativos del numero medio de dias de
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. supervivencia
Dosis Honosulfato de i Complejo de
NK 631 (forma | FPorma RS bleomicing
(mg/kg x 10) | exenta de Cu)
3,12 296 293 o4
1,56 269 | a7 2577
0,78 216 196 145
0,39 163 149 116
0,19 116 121 110
0 100 100 - 100

Como se muestra en la Tabla 6, en el caso del
hepatoma de ascitis AH 66, el monosulfato de NK 631 (forma
exenta de cobre) eg comparable a ia forms RS en zctividad
carcinostética y es superior sl coxpleje de bleomicina en
toda la2 gama de dosificacidn. |

2-4. Efecto anti—carcinogénico frente al carci~-

| nome de las células escamosas del ratdén in-
ducido por el 20-metil-colantreno,

Al espinagzo trasquilado de ratones machos de la
raza ddy (de 10 semenas de-edad) se aplicé una solucidn
saturada de 20-metil-cloantreno (al que se hace referencia
de aquil en adelante como 20-¥C) en ascetona durante 18 se-
manas con una frecuencia de dos veces por semana. Seis se~
manas después del comienzo del tratamiento con 2043, se
administrd intraperitonealmente el agente & una dosis de
62,5 meg/ratdén, y se continud la administrecidn durante 15

Semanas con una frecuencias de dos veces por semana. Una se
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- la incidencia de la carcinogénesis o se estudid patolégi-
c%mente en el lugar al que se habia aplicado el 20~1T o
| Como se muesfra en la Tabla 7, el monosulfato de
NK 631 (forma exenta de cobre) y la forma RS inhibian la ¢
cinogénesis debida al 20-3C un poco mds intensamente que

el ¢omplejo de bleomicina.

or

Tabla 7
Mortalidad | Tasa &2 carci | Tasa de in-
nogénesiz (%) | hibicidn
/ ' ()

Monosulfato de 1/12 5/11 (45,4) | 47,8
NE 631 (forma
exenta de Cu)
Forma RS 1/12 5/11 (45,4) 47,8
Complejo de :
bleomicina 2/12 5/10 (50,0) 42,5
Pestigo 1/24 20/23 (86,9) 0

Tos resultados demwestran claramente qﬁe el mo~-
nosulfato de WK 631 (forma exenta de cobre) es superior &l
complejo de bleomicina existente en actividad antitumoral

3. Actividad antimicrobiana

Por el método de la copa, con bleomicing Aé con
patrén (1000 U/mg), se midid la potencia antimicrobiana
de los agentes de ensayo contra Hycobacterium 607 y Baci-
1llus ‘subtilis PCI. Los resultados fueron como se muestra

en la Tabla 8.
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Tabla 8
/ M. 607 B. sub.
Vonosulfato de RK 6;1
(forms exenta de Cu 7848 1550
~ Forma RS 7535 1400
Complejo de bleomicina 1234 886

Los datos de la Tabla 8 demmestran: claramente
que el monosulfato de NK 631 (forma exenta de cobre) y
1d'forma RS son muy superiores al coaplejo de bleomicina
en actividad antimicrobiana.
4. Toxicidad

4-1, Toxicidad éguda (DL5O) en la administracidn

intraperitoneal a las ratas.

Como se muestra en la Tabla 9, el monosulfalo de

NK 631 (forma exenta de cobre) era comparable al complejo

de bleomicing y a l1a forma RS en DL.. para las ratas.

50 ¥
Tabla 9
' DIs Limite de confian-
za (nivel de sig-
(mg/ke) nificacidn 5%)
Monosulfato de NK
631 (forma exenta 155,0 133,6 - 179,8
de Cu) 7
Rata | Porma RS 150,6 129,0 - 170,6
Complejo de bleo- 168,0 130,0 -~ 217,0
micina

4-2, Toxicidad subaguda y crdénica en la rata y
el perro.
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. E1 monosulfato de NK 631 (forma exenta de cobfe)
era comparable al complejo de bleomicina en toxicidad sub-
aguda y crdénica en la rata y el perro. Debe observarse tamn
bidn que el monosulfato de NK 631 (forma exenta de cobre)-
no csusaba necrosis en absoluto en los puntos de inyeccidn
en ning¥n perro, mientras gue el complejo de bleomicina
dauéaba necrosis en el lugar de la inyeccidn en la totali-
dad de los perros del grupo de dosis alta (1,2 mg/kg, 90
vedes), aunque el nivel de dosis efa el misrio entre los dil
feréntes agentes. Asimismo, el WK 631 exhibfa una menor to
xigidad pulmonar que el complejo de bleoamicina,

Ios resulbados antes mencionados indican gue el
monosulfato de NK G631 (forma exenta de cobra) es compara-
ble al complejo de bleomicina en toxicidad, con la excep-
cidn de los casos de toxicidad pulmonar y necrosis.

5. Conclusidn

De los resultados antes mencionados, puede lle-
garse 2 la conclusidn de que el NK €31 es uﬁ compuesto nue
vo que tiene los rasgos caracterdsticos siguientess

(1) una toxicidad pulmonar muy baja,

periores a las del complejo de bleomicina
exlgtente,
(3) una toxicidad general comparable a la del

complejo de bleomicina existente, y

jo de bleomicina existente en el punto de
inyeccidn.

De acuerdo con ello, se espera gue KK 631 ses
Util en el campo clinico.

(2) actividades antimicrobiana y antitumoral su-

(4) una toxicidad local menor que la del comple=
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glucosa, 0,75% de peptona, 0,75% de extracto de carme y

. todo con el fluido de cultivo de siembra arriba mencionado
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Egta invencidn se ilustrard mds concretamente ha
cilendo referencia a los ejemplos siguientes que se dan sin
ningin cardeter limitante.

Ejemplo 1
Un litro de un medio (pH 7,0) que contenfa 2% ge

/

0,3% de cloruro de sodio, colocado en un matraz Erlenmeyer

de 5 litros y se esterilismdé, se inoculd con Streptonyces

vert1c1llu° NK 68-144 (FSRM-P Neo 4108 ALTCC 31387) y se
oulilvé a 282C durante 48 horas con rotaclon y agitacidn

para preparar un fluido de cultive de siembra.

3
H

Por otra parte, se afiadid clerhidrato de N-/7(S)
~l'~fenileti;47—l,3~diaminopr0pano, en una proporcidn de

1 mg/ml, a un cultivo que contenia 7,17% de gelatina de mi

H

Jo, 0,5% de glucosa, 3,5% de polvo de semilla de soja,
0,75% de liguido de maceracidn de mafz, 0,3% de cloruro de
sodio, 0,1% de hidrogeno-fosfato dipotdsicc, 0,05% de sule
fato de zinc, 0,01% de sulfato de cobre, 0,2% de nitrato

de sodio y 0,03% de Pronal STelgg(agente tensiogctivo no

02
i

idnico y entiespumante fabricado por Toho Kagaku) y se aju
%6 el valor del pH a 645. Se pusieron 20 litros del culti-
vo en una botella de cultivo de tipo jarro que tenfa una

capacidad de 36 litros y se easterilizaron, lnoculdndose el

en la proporeidn de 10%. Se 1llevé a cabo el cultivo con ai

%

reacidn y agitacidn durante 7 dfas a 289C y a 400 revolu-
ciones por minuto, Una vez completado el cultivo, se fil-
tré el fluido de cultivo junto con 5% del coadyuvante de

filtracidén de tierra de diatomeas Dail allmggg(nOAbre co-

mercial de un coadyuvante de filtracidn de tierra de dizto
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= meas'fabricado y vendido por Toz Kasei Co., Japén) para
- de una columns rellena con 630 ml de Amberlite<:>IRC—50

. ¢lorhidrico 0,5 N. Se neutralizdé el eluato, se separd la
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obtener 10 litros de filtrado (326 u/ml, 3,26g=titulo).

Se mezclé con el agua de lavado y se hizo pasar a-iravés

(forma H) para adsorber el producto deseado. Se lavd la

columna con agua y se eluyd después con 80 litros de dcidd

materia insoluble por filtracidn, y se hizo pasar el fil-
trado a travdés de una columna fellena con 50 ml de carbdn
vegetal activado. Ia columna se lavd con agua y ée'eluyd
con 750 ml de dcido clorhidrico 0,02 N-acetona (1:l). El
eluato se neutralizé con Dowexc® (un nﬁmbre comercial de.
una resina de intercambio de anidn compuesta de un bopp~
1limero de epiciorhidrina y amoniaco, fabricada y vendida
por:Dow Chemical Co., EE,UU.), se concentré y se liofili-
26. Se aisolvid en tres veces su cantidad de agva, se verm
tid en 9 voldmenes de metanol, y luego se filtré. La so-
lucidn metandlica se hizo pasar a través de una columna
rellena con 25 ml de alimina y se eluyd con metanol al
90%. Bl producto eluido se neutralizd, concentrd y liofid
1lizd. Se disolvidé en 10 ml de ague, se adsorbid en una
columna rellens con 100 ml de Sephadex(E}G~25 y se reveld
después con agua para recoger las fracciones de color
azul.

Las fraceciones de color azul se hicieron pasar
a través de una columna rellena con 100 ml de Sephadex
QMC® C-25 y se eiuyeron con cloru;o de amonic 0,05 a 1 M

Se afiadid 1 g de EDTA.Naz a la fraccién de eluato corres

pondiente a FK 631, se ajusté de nuevo el pH a 0,5 con

deido clorhidrico 12 N, y se neutralizd después con hi-
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1 ~ dréxido de sodio 5 N. Se adsorbid en una columsa rellena
con'50 nl de Diaion(E‘HP~40 (nombre comercial de una re-
gina adsorbente compuesfa de un copolimerc de estireno-
~divinilbenceno fabricada y vendida por Mitsubishi Chemi-
5 cal Co., Japén)., Ie columna se lavé con dos veces su VO Iui-
men de EDTA.NaZ.al 5%, se lavd con l,éfveces su volumen
de éulfato de sodio al 5%, se lavé luego con agua, y se
eluyé después con tres veces su volumen de acetona scuosa
al 50%. El eluato se¢ concentrd ¥y se liofilizd para obtener
10 ol producto final. De este modo se obtuvieron 100 mg de
monosulfato de NK 631 (forma exenta de cobre) (830 mg de
potencia). Su rendimiento fue 25,5% basado en el filtrado
del fluido de cultivo. Un andlisis por el método de Sepha-

dex-Cthﬁzravelé que el producto contenia 98,7% de NK 631,

-15 Su pureza éptica era 98,5%, medida por el método sntes men
cionado.
El mdximo de absorcidn en ultravioleta y la po-
tencis antimicrobiana de este producto eran como sigues
Méximo de absorcidn en ultravioleta:
20 290 mm (Ei%cm 106 en deido clorhidrico
0,1 N)
Potencia antimicrobiana: 8077 u/mg
Ejemplo 2_ |
Se pusieron 120 litros de un medio que tenfa 1la
25 misma composicidén que en el Ejemplo 1 en un depdsito de

cultivo que tenia una capacidad de 200 litros, se afiadie-

ron & lo anterior 120 g de N-/"(S)-l!~feniletil 7-1,3-dia-

minopropano, se ajustdé el pH a 6,5, y se esterilizé la mez
cla. Se inoculd en este medio, en la proporcidn de 10%, un

30 fluido de cultivo de siembra de Streptomyces verticillus
23068
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| NK 68-144 (FERM-P N© 4108, ATCC 31307) preparadﬁen las

~reducida y se sometid el residuo a destilacidén fraccionads
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mismas condiciones que en el Ejemplo 1. Se cultivd con ai-
reacidn y agitacidn durante 7 dfas a 289C y a 350 revolu=-
ciones pof’minuto. Una vez completado el cqltivo, gse tratd
el filtrado (107 litros, 671 u/ml, 72 g de potencia) por
repeticidn del procedimiento del Ejemjio 1. Asi, después
_dé éxtraccidn vy purificacidn, se obtuvieron 4,7 g de nono-

sulfato de NK 631 (forma exenta de cobre) (38,9 g de poten

cia). Su rendimientc fue 47% basado en el filtrado del flu

153

do de cultivo. Un andlisis por el método de Sephhdex-Chcg)
reveld que esis producto contenfa 99,6% de NK 631. Bl

NK 631 tenia una pureza déptica de 99,1%7medida por el mé-
todo antes mencionado,

B mdximo de absorcidn en ultravioleta y la po=-
tencia entimicrobiana de este producto era como sigue:
Iéximo de absorcidn en ultravioleta:

290 mAa (“

By op 107, en dcido clorhfdrico 0,1 N)

Potencie antimicrobiana: 8027 u/mg

Ejemplo de Referencia: Sintesis de N~/ (S)~1t-
-feniletil /-1, 3-diaminopropanoc,

A 50 g de (S)-1-feniletilamina enfriada a 02°C,
se afiadieron 33 gz de acrilonitrilo, con agitacidn. Despuds
de ello, se elevé la temperatura de la mezcla de reaccidn |
hasta 939C en un matraz equipado con un condensador de re- -
flujo que fenia un fubo de cloruro de calcio, donde se con-
tinudé la agitacidn durante 18 horas.

Una vez que se hubo completado la reaccidn, se

separd por destilacidn el exceso de acrilonitrilo a presidn

a presidn reducida.
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A Las fracciones que destilaban a temperatura com-
prendida entre 1429 y 1459¢C bajo una presidén de 7 mm de Hg
se recogieron, y se obtuvieron 53,5¢ de 31["(3)»1'—fenil-

etilamino_/propionitrilo.

Se mezeld este prodﬁcto con 5 g de niguel Raney ¥

¥ 50 ml de etanol amoniacal al 15% y se redujo en un auto-

clave a una presidn parcial de hidrdzenc de 100-40 kg/bmz

a una temperatura de 509 a 58¢C durante un perfodo de tiem
po de 1,5 horas con agitacidn a una velocidad de rotbacidn
de 1000 revoluciones por minuto, 7

Después que se hubo completado la reduccidn, la
mezcla de rcaccidén ldguida so destild a presidn reducida
para recoger las frucciones gue destilaban en el intervalo
de temperstura de 95¢ a 1039C a una presidén de 2 mm de Hg.
Asi, 'se obtuvieron 48,3 g de N-/ (8)~1l'-feniletil 7-1,3~
~diaminopropano. Su rendimiento fue 664 basado en la (5)~

~l~feniletilaming.
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B—Z’(S)—l'-fenileﬁilamino_7bropiléminobleomicina, caracte-

. na es Streptomyces verficillus FERW-P Ne 4108 (ATOC 31307)

Hoja nGim. 33

- REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Uspafia, por VEINIE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones giguientes: '

i 12,- Un procedimiento pafa la obtencidn de
rizado por inocular una cepa productora de bleomicina per-

teneciente al género Streptomyces en un medio nutriente,

cultivar dicha cepa en preéencia de N-/"(S)-1t~feniletil /i
~1,3~dilaminopropano o su sal a fin de producir selectiva-
mente 3~/ (S)~1lt~feniletilamino_7propilaminobleomicina, y
después de ello éislar ¥y recoger la 3~/ (S)~1lt-feniletil.
amino_/propilaminobleomicina a partir de la mezcla culti-
vads.

22,- Un procedimiento de acuerdo con la reivine

dicacidn 12, en el que dicha cepa productors de bleomici-

38,- Un procedimiento de acuerdo con lg reivin-
dicacidn 12, en el que el cultivo se lleva a cabo & una
temperaturarde 232 a 379C,

48,~ Un procedimientorde acuerdo con la reivin-
dicacidn 12, en el que el cnltivo se lleva a cabo durante

un perfiodo de 5 a 10 dlas.

58.,- Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

dicacidn 12, en el cue dicho N-/"(8)-1'-feniletil 7~1,3-
—diaminopropanp 0 su sal afiadido al medio tiene una cons-
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| centracidn de 0,2 a 2 mg/ml de medio.

Hojn atim, __)'4

64.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
digacidn 12, en el que Gicha sal de N~/ (5)~1'-Peniletil 7
-1, 3=~diaminopropano es la sal clorhidrato, sulfato o acew
tato,

8,~ Un procedimiento para 1l obtencidn de
31[4(8)-1'-feniletilamino_7bropilaminobleomicina.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, repregsentado en los dibujos que sa acompatian ¥y con
los fines que se han especificado.

/ Tsta Memoria consta de treinta y cuatro hojag eg+

critas a mdquina por una solas cara.

Medria, 30.JUN1378

P.A,
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