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Clarke, Modet & Co.

COLOMBIA
E-MAIL: darkamodut@alarkemodet oom.co
SANTAFE DE BOGOTA 44 02307 . . . .
SUPERIMUSTRIA Y CONERCID
Radicacien ¢ 61018571 GODOOME? Folims: 7%
Fecha (D) : £001-06-29 16:P0120

Tresite : GOPTENESD 1 REBISTAV A44 REUESM
SENORES Dependeacia: 2808 DIVIBION (€ CREACIONS

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

COD:08

REF: SOLICITUD N° 01018971~
FECHA SOLICITUD: Marzo 8 de 2.001
PATENTE: PROCESO PARA PREPARAR PACLITAXEL Y 13-ACETIL-9-
DIHIDROBACATIN Hl
SOLICITANTE: BAKER NORTON PHARMACEUTICLAS, INC.

ASUNTO: CONTESTACION REQUERIMIENTOQ

DILIA RODRIGUEZ D ALEMAN, en mi condicién de apoderada de la sociedad solicitante,
por el presente escrito doy respuesta a su Auto notificado por estado de 3 de Mayo de
2.001 que vence Julio 3 de 2.001, y me permito presentar [os siguientes documentos:

e« Documento de cesién del derecho a la patente otorgado por el inventor al
solicitants, debidamente legalizado.

o Capia certificada de la prioridad Estadounidense N°*. 09522625 de Marzo 10 de
2.000, junto con su traduccién &l espaficl, estando dentro del término de 16 meses
que exige la nueva Decision 486 de Diciembre 1 de 2.000.

En el evento qus resultara alguna discrepaencia de cardcter técnico, manifiesto
expresamente que ol solicitante mantiene interés en la solicitud por lo que quedo a
disposicion de atender a las observaciones formales y técnicas que su Despacho requiera
antes o durante e! axamen de fondo, evitando el archivo de la solicitud.

Ya que la solicitud cumple con todos los requisitos, atentamente solicito se disponga por
quien corresponda la publicacién de la solicitud en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Seflor Jefe,

DILIA RODR%UEZ D" M

LCD/arr
P-413



TRADUCCION OFICIAL No. 01/185 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacion se sella con el selo del traductor el tiempo con la
presente. Esta traduccidn ha sido preparada por Juan Pabio Piedrahita Aguilera,
Traducior  Intérprete Oficial debidamente reconocido de conformidad con el
Certificado de Idoneidad Profesional No. 0045 expedido por la Universidad
Nacional de Colombla.

Se traduce un documento de Documento de cesién otorgado por Jian Liu a favor
de la compafiia Baker Norton Pharmaceuticals Inc. y legalizacién escrita en
inglés.

CLARKE, MODET & Co. Colombia Ltd.
Colombia
COrraoElectrémco darie pt@Rclark at.ct
SANTAFE DE BOGOTA, AA 92387
COLOMBIA

CESION
El suscrito Jian Liu, (en adelante el CEDENTE) en calidad de representante

legal da (en blanco), con domicilio en 470 Cherry Avenue, Fredesricton, New

GUILERA

Brunswick E3A 5N9, CANADA, por ol presente declara que cede todos y cada

g17/199
ICIAL

TRADUCTOR E INTERPAE

uno de los derechos que le comespondan sobre los siguientes registros de la

TRADUCCION OFMCAL ')
JUAN PABLO PIEDRAN

siguiente solicitud de patente en Colombia:
Solicitud de Patents No. 01018971 titulada PROCESO DE FABRICACON DE

C. IDONEIDAD 045
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMAIA

PACLLITAXEL Y 13-ACETL-8-DIHIDROBACCATIN Hil
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TRADUCTOR E INTERPRET

OFICIAL

e

C IDONEIDAD 045
UNIVERSIDAD NACIONAL DE

TRADUCCION OFICIAL Mo,
JUAN PABLO PIEDRAHI

:

L

us

a Baker Norton Phamacaeuticals, Inc., con domicilio en 440 Biscayne Boulevard,
Miami, ﬁorida 33137-3227 Esstados Unidos dé Amérca

El Cedente y el Cesionario firman este documento como prueba de aceptacion
de la cesidn.

Dada y firmada en (en blanco)
{Firmado) liegible
El Cesionario
(Firmado) Jian Liu
El Cedente

Dada y firmada en Fredericton NB, Canadé, hoy 2 de Abril, 2001.

(Sello Notarial a Tinta: David McMath, Notario Publico)

Estado de Florida
Condado de Miami Dade

El documento Colombiano de Cesién adjunto fue juramentado y suscrito ante mi
hoy dia 27 de Abril 2001 por Carol J. Gillespie, a quien conozco personaimente
Yy quien representa a Baker Norton Pharmaceuticals, Inc., como Secretaria.

(Firmado) Angelo J. Mignanelli, Notario Publico, Estado de Florida, Mi Comisién
Expira Abril 11, 2004.

(Sello Notarial a Tinta, Angelo J. Mignanelii, Notario Publico, Estado de Florida,
Comision No. CC927096, Mi Comisién Expira Abril 11, 2004.)
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(Seilo del Ministerio de Relaciones Exteriores del Canadé: Certificado ante el
Departamento de Relacionea Exteriores y Comercio Intemacional de la fima
anterior de (ilegible).

(Firmado) Vice-Ministro de Relaciones Exteriores ,

(Este documento debe ser firmado ante Notario Publico y legalizado por el
Cénsul'de Colombia). '

Nota: Este documento debe ser otorgado ante Notario P(blico y legalizado por
el Cénsul Colombia).

En Espaflol, legalizacién de la firma anterior por el Consulado de Colombia en
Ottawa, Canadé, del 25 de Mayo, 2001. Pagados el impuesto de timbre y
derechos consulares por US$22.00.

En Espailol, legalizacion de la firma del Cénsul de Colombia por el Jefe de
Legalizaciones del Ministerio de Relaciones Exterioras No. 141038 con fecha
Junio 5, 2001.

" ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA de la cual se deja copia en los archivos
de esta oficina para su confrontecién y a la cual me remito. |

Bogota, Junio 10 de 2001.
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STATE OF FLORIDA

COUNTY OF MIAMI DAD

The attached Colomblan Assignment Document was sworn to and
subscribed to me this the 27th day of April 2001 by Carol J. Gillesple, who

Is personally known to me and who represents Baker Norton
Pharmaceuticals, Inc. as Secretary.

My Commislon Expires April 11, 2004
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TRADUCCION OFICIAL No. 01/ 184 de un documento escrito en ingiés, el cual
para su identificacién se sella con el sello del traductor al tiempo con la
presente. Esta traduccion ha sido preparada por Juan Pablo Pledrahita Aguilera,
Traductor e intérprete Oficial debidaments reconocido de conformidad con el

Certificado de idoneidad Profesional No. 0045 expedido por la Universided
Nacional de Colombia.

(Se traduce la Cerlificacion de la Solicitud de Patente de Utilidad No.
09/622,625, de Jian Liu, el Capltulo Descriptivo y ol Capitulo Reivindicatorio
comeapondients, escritos en inglés)

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS A QUIENES ESTOS PRESENTES LLEGAREN:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
Marzo 15 de 2001

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE ADJUNTA SE ENCUENTRA UNA
COPIA FIEL DE LOS ARCHIVOS DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS
DE LOS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA DE LOS DOCUMENTO DE LA
SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADOS ABAJO Y QUE CUMPLIERON

017194
LERA

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUI

CON LOS REQUISITOS PARA QUE SE LES OTORGARA UNA FECHA DE

TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

SOLICITUD BAJO EL CODIGO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
DE AMERICA TITULO 35 SECCION 111.
NUMERO DE SOLICITUD: 09/522, 625

C. IDONEIDAD 045
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMMA

TRADUCCION OFICIAL No.

A

k



017194

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA
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TRADUCTOR E INTERPRETE ORICIAL

C IDONEIDAD 045
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

5‘07},

FECHA DE SOLICITUD: 10 de Marzo de 2000

Por autorided de!

COMISARIO DE PATENTES Y MARCAS

{Fdo.) W. MONTGOMERY,

Funcionario que Certifica
(SELLO DE OBLEA DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA)

(Al margen izquierdo en todas las hojas sello a tinta: 09522625.031000)
(Al margen imuierdo: jc598 Oficina de Patentes y Marcas de los Estados
Unidos, Codigo de Barras, 03/10/00)
(Al margen derecho: jc890 Oficina de Patentes y Marcas de ios Estados Unidos,
08/522825, Codigo de Barras, 03/10/00)

EN LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE ESTADOS UNIDOS

Expediente No. 88292-US
PATENTE DE UTILIDAD

CARTA DE TRANSMISION DE SOLICITUD
CASILLA DE SOLICITUD DE PATENTE
Comisionado de Patentes
Washington, D.C. 20231

£

Se transmite aqul es la solicitud para la patente de utilidad de Jian Liu para
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TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

C. IDONEIDAD 045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

PROCESO PARA LA PRODUCCION DE PACLITAXEL Y 13-ACETIL-9-

RIHIDROBACCATIN Il

Se anexan:

{1 —_hojes de [ ] dibujos formales [ ] informales] ]
[ 1 Una reivindicacién para prioridad extrenjera bajo 35 U.S.C.
116/385 en

[ ] documento separado [ ] la declaracion
[ ] Copia certificada det documento de priorided
[ 1 El poder correspondiente
[ X 1 __1__ declaracién verificada de la condicin de entidad
pequefia
La declaracion de los inventores se incluye [x] se presentard
después [ ]
Los derechos de solicitud se han calculado como sigue:
A. Tesa Bésica de solicitud
B. Total de Reivindicaciones 15 menos 20 =_x $18.00
C. Independientes
Reivindicaciones_2 mencs 3= x $78.00
D. Si se presentan varias reivindicaciones dependientes, sumar
$270.00
E. Totsl del valor de los derechos de solicitud (Total A, B, C & D)
F. Si se adjunta ia declaracién de condicién de entidad pequefia,
se aplica el cincuenta por ciento de reduccién en el valor total de
Derachos de Solicitud (50%xE)
G. Costo de Derechos de Solicitud a pagar (E menos F)
H. Costo de Derechos de Registro de Cesién de $40.00 si se
adjunta el documento decesld
. TOTAL DERECHOS (G mas H)

Sl
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JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA

TRADUCCION OFICIAL No.

[X] Se adjunta un cheque por vaior de $ 345,00
[] Cargode $ _____a lacuenta de Depbsito No. 13-1717

El Comisario por el presente estd autorizado para cargar cualesquiera derechos
adicionales que puedan requerirae bajo 37 C.F.R. SS81.16, 1.17 y 1.21 que se
pusdan requerir por este documenio, 0 acreditar cugiquier sobrepago @ la
Cuenta de Depésito No. 13-1717. Se adjunta una copia de ests documento.

Respetuosamente Presentado,

Paul Sharpe
Marks & Clerk

P.O. Box 857, Estacitn B
Ottawa, Ontario, Canadé K1P 587 Por: (Fioma fecible)
Teléfono: (613) 236-95681 Paul Sharpe, Reg No. 39,493

PROCESO PARA LA PREPARACION DE PACLITAXEL Y 13-ACETIL-9-
DIHIDROBACCATIN Ui
CAMPO DE LA INVENCION
La presents invencion se refiere a Ia produccién de paciitaxel a partir del
tejo del pacffico, tejo ormamentsl, u otres especies de tejo, agujas, cortezas y
ra{ces y en particular, la presenta invencién se refiere a un proceso para exiraer
paciitarel econémicamente, ol cual actuaimente es extraido por medio de un

4




proceso de alto costo debido al gran porcentaje de impurezas no deseadas que
se transportan hasta el extracto durante la extraccion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

5 En el estado de la técnica se describe ﬁn método de extraccidn (Periédico
de Productos Naturales 53, 1249-55, 1990), el cual reporta un contenido de
paciitaxel en &l extracto en un rango de entre 0.008% y 0.07%. Después de
remover las impurezas solubles de hexano (ceras, pigmentos, etc.) y después
de la separacién entre agua y diciorometano, la concentracién de paciitaxel

10 presente en el extracto crudo soluble de diclorometano estuvo en el rango entre
0.03% y 0.3% en peso. El paclitaxel (Taxol) se representa por medio de la

siguients férmula estructura:
ACO [<]
on
C‘ N
15 i o
OH ] I °
O
-
> Paciitaxel
- lg 20 Es un compuesto anticancer. El Paciitaxsl muestra exhibe un mecanismo
>R
ig g % Gnico que previene el crecimiento de células cancerosas al afectar los
EES K
g & ~ 2 microlébulos, los cuales juegan un papel muy importante en la division ceiular y
(= .E - .s
v 5 ofras funciones celulares.
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. >
% 3
L3

53



g /8%

TRADUCCION OFGAL NO. oo

|EDRAHITA AGUILERA
£ INTERPRETE ORCIAD

C. IDONEIDAD 045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

JUAN PABLO P

10

15

TRADUCTO®

El paclitaxel es clinicamente efectivo para el tratamiento de retractoriedad
en ovarios humanos y céncer de seno y ha exhibido actividad promisoria en
contra de otro tipo de céincer como da higado, peritoneal, cervical, de pristata,
colon, y asdfago. |

El paclitaxel se extrajo en sus principios de ia corteza del tejo del pacifico
Texys brevifolia. Lamentablemente, el tejo crece muy despacio,
aproximadamente ocho pulgadas por afio y por lo tanto la corteza es un recurso
limitado de paclitaxel. Esto condujo a investigadores a buscar medios
alternativos para la produccién de paclitaxel y sus analogos, los cuales pueden
axhibir una actividad antitumor superior, tal como los derivados de 9-dihidrotaxol
los cuales tienen una mejorada solubilidad en agua. Como ejemplo, el 13-acetil-
S-dihidrobacatina 1, un diterpenc de taxano, se ha sncontrado ser un precursor
muy (il para prepara dichos andlogos. Esto ha sido discutido en fa patente
U.S.No.5,440,056, expedida a Klein et al., Agosto 8 de 1995.

13-acetil-8-dihidrobacatina lll y bacatina Il se representan por medio de
las siguientes formulas estructurales:

o
cr& o ow
o °? oK cHs

ol e o< e
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13-acetil-8-dihidrobacatina Iil Bacatina i

Esto se pude obtener a partir de, por sjemplo, Taxus canadsnals el cual
es mas ampllamente distribuido que el Taxug brevifolia. Por o tanto, el 13-
aceti-g-dihidrobacatina 1l ests disponible mas abundantemente que el
paclitasl.

Las métodos convencionales para el sislamiento de taxanos, incluyendo
el paciitaxel, el 13-acetil-9-dihidrobacatina ill, y bacatina Hi generaiments incluye
los pasos de extraccion de taxanos a partir de una biomasa con un solvente
aicohdlico y separacién y purificacién del taxano individual por medio de
cromatografia.

Los métodos del erte anterior divuigan el uso de varios tipos de
tecnologias cromatogréficas pera separar paclitaxe! y derivados del mismo. Por
ejempio, ia patente U.S. No.5,380,916, expedida a Rao, en Enero 10 de 1895,
describe un proceso que utiiiza cromatografia de fase liquida invertida C18.
Aunque la cromatografia de fase invertida puede ser exitosa en ia separacion
de taxanos, este protocolo emplea un absorbente costoso y requiere de una
inversion significativa de tiempo. En esta forma, este proceso no es
econdmicamente ni industriaiments viable.
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La patente U.S. No.5,478,736, expedida a Nair en Dicieambre 26 de 1995
presenta un proceso usando cromatografia de absorcién de fase normal de
sallice gel para purificar los taxanos. En una cromatografia de abeorcién se fase,
AlOs o silice gel es utilizado como un absorbente el cual es aproximadaments
100 vecas menos costoso que el absorbente ordinario de fase invertida. El
problema pera ia cromatografia de absorcion de fase normal de sflice gel es que
ol absorbente se unird con el paciitaxei, el cual no seré diluido por !a mezcia de
solventes y por o tanto el rendimiento del producto es reducido.

La patents U.S. No. 5,530,020, emitida @ Gunarvardana et al., en Junio
25 de 19968 divuiga un proceso para el aisiamiento de 13-acelil-0-
dihidrobacatina Ili a partir de Taxus canadensis e! cusl emplea cromatografia de
serpentin planeta a contracomiente (PCC por su sigla en ingles Ptanet Coil
Countercurrent Chromatography). Algunas de las desventsjas asociades con
este procedimiento es que complejo, consume cantidades significativas de
solvente y puede eer utilizado solamente para purificar pequefias cantidades
(miligramos) ¢ muestras.

Hasta ahora la cromatografia de columna distribuida para separar y
purificar paciitaxel y taxanos relacionados no ha sido divuigada.

RESUMEN DE LA INVENCION

o5
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Un objeto de la presents invencidén es suministrar un método mejorado
para aislar taxanos, particularmente paciitaxel, 13-acetil-8-dihidrobacatina lll, a
partir de aspecies de taxus.

Un aspecto de la presente invencién, es suministrar un método para aislar
texano a partir de un extracto crudo de una especie de taxus que comprende el
paso de someter el extracto crudo a una cromatografia de columna seca y
cromatografia de columna distribuida.

El método de la presente invencién pueds ser puesto en prictica a escala
de un pequefio laboratorio asi como a escala industrial,

Convenientemente el taxano se obtiene por medio de extraccidn de un
material botanico con un solvente alcohdlico a reflujo. Preferiblements la
columna a ser utilizada con e método de la presente invencién incluye un tubo
de nailon empecado con sflice gel pretratada, teniendo un tamafio de
microesfera de entre malla 150 y malla 250 para utilizarla como cromatografia
de distribucidn de columna seca.

Una columna de vidrio empacada con una sflice gel pretratada que tiene
un tamafio de particula de entre malla 150 y malla 250 para ser utilizada como
cromatografia de columna distribuida himeda.

S 6/,;;-
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En una modalided de la invencidn el método incluye los pasos de
cromatografia de distribucién de columna seca para obtener 13-acetil-9-
dihidrobacatina Ill, cromatografia de columna distributiva de fase normal para
obtener paciitaxel y bacatina Iil.

En otra modalidad de la invencion, el 13-acetil-8-dihidrobacatina I}l puede
ser purificado por medio de cromatografia de distribucién de columna seca con
solvantes de hexano diluido y acetato de stilo (4:6).

En otra modalidad de ta invencion el paclitaxe! puade ser més purificado
por medio de cromatografia de columna deo fase distributiva normal.
Preferiblemente el solvente diluido para esta etapa es hexano: aculnln de etilo
{(comenzando desde 6:4 terminando a 3:7). Esta cromatografia puede ser

repetida varias veces si s necesario.

De acuerdo con otro aspecto de la presents invencién se suministra un
método para obtener texanos a partir de especies de Tgais que incluyen, pero
no se lmitan a J. brovifolis, T baccata. I. cuspidate, T. canadensis. I.
watiichiana . I. chinensis, T. funanenais. I. X media ov. densiformis vy T. X

é%
;

E! proceso comprende las etapas de extraccién de un recurso de materiai
utllizando solvente aicohdlico, concantrando el extracto aicohdlico para obtener

10



1./1.94

W0,

—— a
-

#'

TRADUCCION OFICIAL Ho.

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA

TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

10

15

-

C. IDONEIDAD 045
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COI

el residuo que contienen taxancs, dividiendo el residuo entre agua y CHzCh,
luego concentrando el CHxCh,

Se disuelve para obtener un residuo rico en taxanc, se separan los
taxanos on fracciones que contengan taxano por medio de someter el residuc
fico en taxano a cramatografia de distribucion de columna saca en una columna
cromatogréfica seca, y recuperando cualquier taxano individual de la columna.

En otra modalidad de la presents invencion et pacitaxel y bacatina i
puede ser mas purificada por medio de las etapas de cristalizacién del 3-acetil-
$-dihidrobacatina lll fuera de la solucién que contiene taxano con un solvents
gicohdlico para obtener 3-acetil-8-dihidrobacatina IHl y purificar la solucién que
contiene paclitere! por medio de una cromatografia de distribucién de columna
de fase normal.

Las ventajas de la presente invencién son el suministrar un método para el
aislamiento de temnos el cual es répido, fécil de llevar a cabo, rentabie y
eficiente aconémicamente, tanto en producciones a pequefia y mediana escala.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA MODALIDAD PREFERIDA

El material de partida para la presente invencion es un material boténico
seleccionado de especies de texus, particularmente Taxus canadensis.

11
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Los taxanos pueden ser obtenidos a partir de las cortezas, las agujas, las

raices, los taillos, y madera 0 meazcia de los mismos preferiblemente, las ramitas

agujas © mezcia de las mismas se utiiiza. La biomase utilizada puede estar
seca o freeca.

La biomasa se muele y se extrae con un soivents polar como alcohol,
preferiblements metanol. Las extracciones continGan a refiujo por tres horas y
se filtran. El reaiduo se exiras de nuevo a reflujo por dos horas y se filtra. El
aexiracto se combina y 88 concentra hasta aproximadamente $% del volumen
original por medio de evaporacion. El contenido de paciitaxel en este
concentrado esth entre 0.2% y 0.3 % por porcentaje de drea de HPLC ( por su
sigla en ingles High Phase Liquid Chromatography). Apraximadamente 2
cantidedes iguales de agua se adicionan al concentrado. La solucidn acucea se
extrae muchas veces con diciorometano y luego en la fase acucsa se descarga.
La capa orgénica se concentra a un volumen menor. El contenido de paciitaxel
en este residuo es de aproximadaments 1%. El residuo se somete a
cromatografia de distribucién de columna seca.

La cromatografia de columna seca (DCC por su sigla en ingles Dry Column
Chromatography) suministra un método altemativo a ia cromatografia de capa
deigada (TLC por su sigla en ingles Thin Layer Chromatography) y
crometografia de columna preparativa. El costo es mucho menor comparado
con la cromatografia preparativa liquide (LC por su sigla en ingles liquid

12
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chromatography). Muestras que son sepearables an silice gal o alimina neutral
en TLC de platos puade también ser separada por medio de DCC. Una de las
ventajas del DCC es la transferabilided directa de las condiciones de TLC a
DCC. Todo eof trabajo que se resliza para determinadas condiciones de
preparacion de las muestras en DCC puaden realizarse preliminarmente en TLC
de platos. Una vez determinadas estas condiciones pueden ser aplicedas al
DCC el cual ofrecerd un grado de separacién similar al que se obtiene con el
piato de capa deigada. El DCC suministra mas ventajes dado que 6! nimero de
fracciones a ser procesado depende del numero de cortes hechos el cual
usuaimente no excede los 15 y mas a menudo no excede los 10 cortes, o cual
asta en contraste con las columnas de "fujo liquido”, las cuales pueden requerir
un mayor (>50) nimero de fracciones a ser recolectadas. Otra ventaja del DCC
es ol uso de tubo de nailon como columna y abscrbentes fluorescentes (o cual
suministra procedimientos de deteccitn y aislacién simplificados. Por lo tanto,
mpamdomnhmahgmﬁadeedmm'llwudellquﬂo‘,hmma
de columna seca es normaimente una técnica mas répida, mas ficil y menos

costosa.

E! proceso para cromatografia de columna seca esta representado
generaimente en "Progress in Separation and Purification”, Marjorie, M., E.S.
Perry y C.J. Van Oss Ed., John Wiley & Hermanos, 1979, Volumen 3, paginas
73-85.

13
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En resumen, los procedimientos generales para llevar a cabo la
cromatografia de columna seca incluyen ef uso de una columna que incluye un
tubo de nailon, pero otros tipos de tubo como vidrio pueden ser utilizados. E!
tubo se coloca en acetona por una noche y se deja secar por accion del aire
pera remover cualquier solvente. La columna se prepara por madio de sellar el
tubo en un extremo e Insertar una pequefia aimohadilla de algodén o lana de
vidrio desde 6! otro extremo. E! extremo sellado del tubo se perfora pam al
suministro de ventilacién, y se empaca en seco con tridxido de alimina o silice
gel hasta cuando este lo suficientemente rigido para ester vertical en la
abrazadera. La muesta puede ser vertida directamente dentro del tubo o
disuelta en un pequefio volumen de soivente del utifizado para desamollar, y
luego dislribuido uniformemente en la parte superior de la columna.
Altemativamente la muestra puede ser recublerta en una pequefia cantidad de
absorbente secada y molids y luego edicionads a la parte superior de la
columna. La muestra se pasa hacia la parte de debajo de la columna con un
solvente diuyents. Una cabeza de fiquido constante de socivente de
aproximadaments de 1 o0 2 centimetros debe ser mantenida todo el tiempo. La

columna nunca debe estar seca.

Se ha encontrado que &l proceso de la presente invencién requiere de 3 a
aproximadamente 5 horas para completar la separacién de los compuestos
dessados. Aungue, el iempo de seperacion es mas lento que el usual en el
proceso a la pequefia escala de laboratorio. El DCC es aun una técnica mas

14



017194

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA

TRADUCCION OFICIAL No.

TRADUCTOR E INTERFRETE OFICIAL

10

18

C IDONEIDAD 045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

répida que la cromatografia de "iquido lleno” la cual puede tomar tres o cinco
dias para ser completada. La ssparacion se logra a medida que la mezcia comre
hacia debajo de la columna. Cuando la mazcla aicanza la base de la columna,
el desarrolio se detiene y los extremos de la columna se sellan. Los numerosos
componentes del exiracto pueden ser identificados por medio de bandas
saparadoras ias cuaies pueden ser detectadas, por ejemplo, por medio del
método UV o visible. La columna se coria luego en ias secciones dessadas y
los compuestos puros se diluyen con solventes adecuados.

La presents invencidn puede ser aplicada mejor usando una columna de
nailon. El wriddido de alimina o sllice gel son agentes de soporte adecuado,
aqui se ha preferido la sflice gel. En cromatografia de absorcion, la sflice gel
contisne grupos de silithidroxido los cuales se unen con los grupos polares del
soluto. Asl, los compuestos mes polares se mueven mas lentamente a través
de la coiumna que los compuesios menos polares. En ia cromatografia de fase
inversa ia superficie de la sflice gel han sido modificadas por medio de verios
grupos funcionales, lcs cuales se unen con ios grupos no polares del soluto. Asi
los compuestos més polares 3e mueven més répido a través de la columna que
los compuestos mencs polares. Las desventajas de la cromatografia de fase
inversa son que el proceso es mas costoso y consume més tiempo que la
cromatografia de fase normal. Pero ambos procesos pertenscen a la
cromatografia de absorcion.

15
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separa limpiamente, el proceso necesita ser repetido por lo menos 10 veces
para alcanzar la pureza final del paclitaxs! debido al gran nimero de impurezas
en ol extracto crudo.

La presente invencidén utiliza un nusvo proceso de cromatografia, el cual
se denomina cromatografia de distribucion de fase, para separar y purificar
pacitaxel y taxanos relacionados.

En esta cromatografia de columna distributiva, 2 sflice ge! utilizada es
pretratada con formamida. Los grupos (-SiOH) de la sllice gel se han unido con
(H-C=0-NH) por medio del enlace con hidrogeno ¢ las fuerzas de Van der
Waals entre los grupos -SiOH y H-C=0-NH2 Asl la silice gel a perdido sus
propledades de absorcién y se utiliza solamente como vehiculo de ia formamida
(FAM).

E! material & ser separado se distribuird entre la formamida y el solvente
diluyente de acuerdo con su polaridad. E! comportamiento de la cromatografia
e¢ similar al de la cromatografia de fase normal y esi los compuesias mas
poiares g mueven mas lentaments a través de la columna que los compuestos
menos polares.

Para la cromatografla de columna distributiva seca:

16
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La sflice gel 0 tridido de alimina se trata de acuerdo con el siguiente
método:
1)  La sllice gel a ser utilizada se mezcla con exceso de 10% hasta
5 aproaximadamente 15% de FAM en Me;CO, la mezcia se agita por
15 minutos a temperatura ambients, luego se fitra. E) filtrado se
concentra para recuperar e solvente, el residuo se descarga.

2) La sfice gel luego se secd por medio de aire para remover todo el
10 soivente. La silice gel secada por aire esté lista para ser utilizada.

Para ia cromatografia de columna distributiva himeda:
Le sfliice gol a ser utiizada se mezcla con exceso en 10% y 15% de
formamida en acefona. La mezcla se agita por 15 minutos a temperatura
15 ambiente, luego se verte en la columna. Los solventes en excesd se fluyen a
través de la columna hasta que aproximadamente 1 centimetro & 2 centimetros
del solvente de cabaza esta sobre la cama de sllice gel empacade. La columna
90 mantiene a temperatura ambiente por unas horas antes de adicionar las
muestras en {a parte superior de la columna.,

8
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La presente invencibn puede ser mejor aplicada usando columnas de
nailon. El tridxido de alimina o la sllice gel son vehiculos adecuados la sflice
gel ha sido preferida.
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La sflice gel normaimente tiene un grupo funcional de -SiOH alrededor de
su superficie. Cuando se trata con H-C=0-NH; (formamida), algin tipo de
enjaces hidrégenos se forman entre el grupo funcional -SiOH y la formamida, asl
como otras fuerzas interactivas, por lo tanto, ia silice gel no mantiene mas sus
propiedades de absorcidn, es un vehiculo de la formamida solamente. En Ig
superficie de la sflice gel, se forma una fina pelicula de formamida, io cual se
denomina fase estacionaria.

La cromatografia de distribucién difiere de la cromatografia de absorcién
tradicional. En la cromatografia de absorcién tradicional el sistama consiste de
absorbente (fase esiacionaria), solventes diluyentes (fase mévil) y sohuto, por lo
tanto el sisteme es un sistema de tres componentes. En la cromatografia de
distribucién, el sistema de cromatograffa consists en un soporte (vehiculo), un
solvents polar (fase estacionaria), solventes diluyentes (fase mévil) y soluto por
lo tanto, ol sistema es un sistema de cuatro componentss.

El mecanismo de separacién es diferente en los dos sistemas de
cromatografia. En la cromatografia de absorcién el material se separa como
resultado de etapas repetidas de sorcior/desorcion durents el movimlento de los
camponentes de ia muestra a través de la cama estacionaria, y la separacién se
gicanza debido & las diferencias en las constantes de aquilibrio de
sorcidn/desorcion de ios componentes de las muestras individuales.

18
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En la cromatografia de distribucién ef material a ser separado, se separa
como resultado de la diferente distribucion en las dos fases del liquido
insolubles, y Ia separaciin se alcanza debido a las diferencias de las constantes
de distribucién en ias dos fases de liquido insolubles de ias muestras de ios
componentes individuales.

Generaiments, la cromatografia de distribucion ee utilze para separar
componentes polares tales como azucares, péptidos, glicosidas y otros
componentes polares.

En la presente invencion se ha encontrado que la cromatografia de
distribucién aicanza una excelente separacion para taxano diterpeno con
relacién a la cromatografia de absorcién, incluyendo cromatografia de fase

normal y fase inversa.

La presente invencién puede ser practicada mejor utilizando columna de
nailon empacada en seco con sllice gel pretratada para el aisiamiento de 13-
acetil-9-dihidrobacatina lil. La sflice gel tiene un tamario de microesfera de entre
mailla 150 y malia 250. Las dimensiones de la columna son 12 puigadas por 120
pulgadas. La cantidad de silice gel requerida es, en tumo, determinada por
medio del lado de la muestra. Cuando se practica ia separacién por medio de
cromatografia de columna seca de distribucion de la presente invencion, se ha

18
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encontrado que la centided de tamafio de muestra a la cantidad deo silice gel
requerida para separar 08 taxanos esta entre 1:15 y 1:20, deseablements 1:20.
Por lo tanto, la cantidad de silice gel que se necesita es de aproximadamente 15
a8 20 veces, y deseablemente 20 veces de ia cantidad de muestra. Las
anteriores proporciones han sido las dptimas con respecto al costo y al grado de
separacién. Por medio de aumentar ia cantidad de sllice gel utilizade se
incrementara en costo lo cual puede sar sustancial en procesos a gran escala.
Por ofro lado, ia reduccién de la cantidad de silice gel resultara en una
separscién pobre.

Habiendo descrito las técnicas de cromatografia de distribucion de
columna seca y las condiciones adecuadas para la sigulente invencidn, seguird
un experimento preferido del método para aislar taxanocs de acuerdo con la

El extracio de diclorometano crudo se separa en varios teanos
individuales por medio de cargar el extracto crudo en la parte superior de la
columna, y adicionar una mazcia de solventes de hexanos y acetato de etilo
(4:6) alll mismo. Una vez el solvente alcanza el fondo de la columna, la dilucién
se detiene y el tubo de nailon se ciema, luego la columna se divide en varias
secciones. Los compuestos de las secciones divididas se lavan con un solvente
polar como alcohol, tal como metanol. Los taxanos individuales fueron
identificados por medio de TLC.

6+
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13-acetil-8-dihidrobacatina Il se obtiene por medio de cristalizacién a
partir de metanol. La cristalizacion normaimente continua por la noche a
temperatura ambiente.

E! paciitaxel se separa de los otros taxanocs por medio de purificacién como
sigue. Las fracciones se analizan por medio de TLC. El paciitexel muestra un
punto de color plrpura verde y el 13-acetil-9-dihidrobacatina Il muestra un
punto de color verde ocscuro en el plato TLC por medio de esparcir una solucién
de H2S0, at 10% en etanol.

Las fracciones que contienen paclitaxet se combinan y se concentran hasta
que $8 sequen y el residuo se disueive con CHClx. La salucién de CHxCl; se
purifica por medio de cromatografia de distribucion de columna himeds. La
columna se empaca con sliice gel pretratada que tiene un tamaflo de
microesfera de entre malia 150 y mella 250, y opera a una presion de 30 p.s.i.
Diluyentes Utiles para la presents Invencidn pueden ser seleccionados de la
mezcla de hexanos y acelato de etio 0 de los textos estandares de
cromatografia, por ejemplo, hexanos y acstona.

Un sistema de solvents gradients de hexanos y acetato de etilo, en una
proporcién de hexanos a acetato de etiio de aproximadamente 5:5 a 3.7 se
encontrd ser particularmente (tii para el propdsito de separar paciitaxel de

21
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taxanos relacionados cercance. Los txanos que contienen fracciones se
colectan deede la columna y el que contiene paciitaxe! se combina y se
concentra para remover 6l solvente. E! residuo fue disuelto en metancl y
aproximadamente 30% equivaiente de agua se adiciond. La solucién acuosa se
mantuvo a temperatura ambiente durante una noche, los cristales formados se
filtraron hacia fuera y se secaron en un homo al vacio a 70°C. El paciitaxel se
obtiene como un polvo de color crema.

Las fracciones que contienen becatina Iif se combinan y se concentran
hasta que se sequen. El residuo se disuelve en matanol. La solucion de
metanol s mantiene en el refrigerador por una noche. La bacalina se obtiens
como un cristal blanco, el cual se vueive a recristelizar por medio de disolver los
sélidos en pequefios volimenes de acetona. La sofucién de scetona se diluye
con el equivaients de haxanos y la mezcia se deja reposar a temperatura
ambiente por una noche para producir bacatina ill como cristales biancos de
forma de agujas.

EJEMPLO 1

A aproximadaments 360 kilogramos de agujas y ramas molidas secas de
JTaxus cenadengls en un extractor muitifuncional e industrial se afiadieron 1200
litros de etancl. La mezcia se puso a reflujo por tres horas y sa filtro. La materia
prima se puso luego a reflujo por dos horas con 900 litros de metanol y luego la
solucién de metanol se filtro da nuevo. El filtrado se combind y concentrd &

Az
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eproximadamente 150 litros bajo vacio en un evaporador de aspersion, luego un
equivalente de agua se afiadié pare diluir ¢ concentrado. La solucién acuosa
fue dividida entre agua y cloruro de metileno (450 L, 1:1) en un reactor de 1000
L en cusl esta equipado con un agitador eléctrico.

La mezcia se agitd durente 5 minutos a una velocidad de 80/min, y luego
se manfuvo a temperatura ambiente durante una hora o hasta que la mezcia se
divida en dos capas. La capa orgénica se recolectd y la capa acuosa se extrajo
dos veces més con 400 litros de cloruro de metilenc (200 litros cada vez). La
eolucién de cloruro de metileno se combino y concentro en un evaporador de
capa fina el cual esta equipado con dos separadores de cicién bajo vacio para
convertirse en una forma de lodo.

EJEMPLO 2

A Aproximadamente 70 kilogramos de sflice gel en un mezciador de 500
litros equipado con un agitador eléctrico, se afiadieron 250 litros de formamida
en acetona al 15%, y la mezcla se agitd durante 15 minutos & temperatura
ambiente, luego la mezcla se mantuvo a temperatura ambients por otros 30
minutos y se fillrd. La silice gel sdikia se recolecto y se dejé secar al aire en un
secador de compartimentos, el fittrado se concentrd para recuperar el solvente,
la acetona y el axceso de formamida.

EJEMPLO 3
Cromalografia de columne de distribucion sece

23
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La sflice gel pretratada del ejempio 2 se empaca en un tubo de nailon que
tiene dimensiones de ® puigadas por 120 puigadas con un espesor de pared de
aproximadamente 0.1mm. La sflice gel ulilizada tiene un tamafio de microesfera
de entre maila 150 y malla 250. La columna de nallon se colocd luego en una
columna dal mismo tamafio de acero inoxidable para soportar el peso de la
columna de ngilon. El diluyente utiiizado fue una mezcla de hexano y acetato de
otilo (4:6), se puede utiizar otro solvente orgénico que sea insoluble en
formamida.

La muestra del ejempio 1 (8 kg, aproximadamente 60% de masa sdlida) se
diiuyd con § litros de acetato de etlio, y luego se colocd en ia parte auperior de la
columna de nailon, y la columna se sometid 8 cromatografia de columna de
distribucién seca.

La columna se desarrolid con hexanos: acetato de etilo (4:6), teniendo
cuidado de mantener una constante de uno o dos centimetros de cabeza de
liquido todo el tiempo, una vez el diluyents aicanza el fondo de la columna, el
desarrolio de (e columna se detuvo. La columna de nalion se retird de la
columna de soporte de acero inoxidabile y luego se cortd en 15 porciones. Cada
porcion fue chequeada por medio de andlisis TLC (las muestras fueron
esparcidas con HaSQO, al 10% en etanol seguido de calentamiento a 100-105°C
durante unos minutos). Se encontré que el 13-acelil-8-dihidrobacetina Il y ia
bacatina Hii se mueven més répido que el paciitaxel a través de la columna y el

24
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comportamiento cromatogréfico en la cromatografia de distribucién difiere de la
cromatografia de absorcion de fase normal y es similer a la cromatografia de
abeorcién de fase inversa.

Las porciones que contienen 13-acetil-8-dihidrobacatina lil, bacatina Ill, y
paciitaxel se& colocaron dentro de columnas de vidrio cortas de 8 pulgadas y so
lavaron con metanol, respectivamente. Las soluciones de metanol fueron
recolectadas y luego concentradas a sequedad separadamente.

La porcién de resikiuo de 13-acetil-0-dihidrobacatina lil se disolvié en una
pequefia cantidad de (la cantidad de metanol fue lo suficientemente buena para
disolver el residuo a 60°C), y la solucion de metanot se enfrié a temperatura
ambients y luego se mantuvo a temperatura ambients por una noche a
temperatura ambiente. Los cristales formados fueron filtrados y lavados con
acstona y luego secados en un homo al vacio a 80°C para producir el 13-acetil-
9-dihidrobacatina I, como cristales de forma de agujas (aproximadamente 120
g). lo cual se identifica por medio de espactroscopia (NMR por su sigla en inglés:
Nuclear Magnetic Resonance).

TH-NMR (400 MH;, CDCL): § 8.07 (d, 2H,2",6"-Ar-H), 7.58 (dd, 1H, 4'-Ar-
H), 7.45-(dd,2H, 3', 5"ArH), 6.17 (d, H-10), 6.14 (dd, H-138), 5.73(d,H-2),
4.93(d, H-5), 4.41(dd, 2H,H-7,9), 4.28(d,H-20a), 4.14(d, H-20b), 3.02(d, H-3),
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251 (ddd, H-8a), 2.28(S, 10-OAc), 2.18 (m, 2H, H-14), 217 (S,4-OAc),
2.12(S,13-OAc), 1.91 (dd, H-6b), 1.81 (S, 18-CHs), 1.78(S, 18-CHy), 1.86(S, 16-
CH), 1.23(S. 17-CHs) ppm.

IC_.NMR (100 MH2, CDCh): 5 170.55, 170.48, 169.38, 167.00, 139.58,
134.88, 133.69, 130.05, 120.18, 128.62, 84.03, 82.05, 78.74, 76.77, 76.55,
73.91, 73.49, 73.18, 089.74, 47.07, 44.84, 43.00, 37.92, 35.92, 208.27, 22.04,
22.58, 21.34, 21.24, 14.86, 12.48, ppm.

EJEMPLO 4
Cromatografia de Absorcidn de fase normal

La porcién de residuo que contiene la bacatina del Ejemplo 3 se disolvié
en una pequefia cantidad de diciorometano (solaments una cantidad suficlents
para disolver ol material al calentamiento dei soivente), luego la solucién de
diclorometano se sometié a cromatografia flash de fase normel. Una columna
de vidrio de 10 cm por 150 cm fue utilizads. La columna empacada con sflice
get (malla 150 y malla 250). E! solvente de dilucién fue un sistema de gradients
decreciente de hexano y acetona (empezando desde 70:30 y progresando a
45:45). 8e recolectaron fracciones de 1000 ml. Las fracciones que contenien
bacatina Il fueron combinadas y concentradas hasta sequedad. El residuo se
disolvid en 1000 ml de metanol y se mantuvo a temperatura ambients por una
noche. Se formaron cristaies biancos. Los cristales fusron flitrados y

R



»

01/194

TRADUCCION OFC AL NO. (e
C. IDONEIDAD 043

UNIVERSIDAD NACIONAL DE QOLOME

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

recrigtalizados a partir de metanol. 23 g de cristales biancos fueron obtenidos e
identificados por medio de comparacién con una muestira de referencia sobre
HPLC como bacatina Iil.

EJEMPLO §
Cromefografia de distribucion de fase normel

La porcién deresiduo que contiene paciitaxel del ejemplo 3 se disolvié en
una pequefia cantidad de acetato de etilo y se diluyd con una pequefia cantidad
de hexano. 20 kg de sflice gel fueron tratados tal y como se describe en el
ajempio 1 y luego se mezciaron con 40 litros de solventes mezclados de hexano
y acetato de etilo (6:4), luego fa mezcia se vertid en una columna preparativa de
baja presién de 15 cm por 150 cm, El exceso de solvents se penmitié safir hasta
que 1 cm de soivente de cabeza permaneciera en la parte superior de Ia
columna. La solucién muestra fue adicionada cuidadosamente a la perte
superior de la cama de silice gel. La columna fue luego diluida con un sistema
de solvente de gradiente de hexano y acetato de etilo (empezando desde 6.4 y
terminando en 3:7). Se recolectaron fracciones de 2000 mi cada una, y la
velocidad de flujo estuvo entre 75 mi/min y 100 mi/min.

Las fracciones que contenian paciitel fueron combinadas y
concentradas para remover ia mayor parte del solvents, el residuo fue luego
disuelto en metanol (1500 mi). A la solucion de metanol se le adiciond
aproximadaments 30% del volumen de agua, luego la solucién acuosa se

27
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mantuvo a 5°C por una noche. El sdlido de crudo cristalino de la solucién de
metanol acuoea se filtrd y secd en un homo al vacio a una temperatura de entre
75°C y 80°C. El sdiido consistia de aproximadamente 70% de paciitaxe! y 23%
de cefalomanina y otros taxanos no identificables. La produccion fue 66g.

EJEMPLO &
Cromatografia de Absorcion macroreticular de resina adsorbente

Se disolvieron 50 g de paclitaxel crudo del ejemplo 5 en 350 mi de
acaetons, luego 38 mezclaron con 200 g de resina de co-polimero de
polimetilcrilato de diviniio. L.as mezcla se colocd en un matraz de fondo redondo
y luego evaporado sobre un evaporador rotatorio para remover la acetona. E)
material recubjerto luego fue colocado en la parte superior de ia columna
preparativa a baja presion. El tamafio de columna es de 100 cm por 150 cm y
empacada con resina de co-polimero de polimaetilcrilaio de divinilo. Ei tamafio
de particula de la resina polimérica es entre 75um y 150um. La resina
copolimérica fue preparada a partir de Amberiita® IRP84. Después que la
mezcia se adiciond, la abertura superior de la columna se sellé y sa dilluyd con
una etapa de gradiente de mezcia de soivente de acetona y agua (empexzando
acetona:agua 3.7 y terminando a 65:35). La columna fue operada bajo presion
de 30 p.a.i. El cambio de solvente fue supervisado por medio de los resultados
de TLC y los resuitados analiticos de HPLC de las fracciones.

72 %
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Se recolectaron fracciones de aproximadamente 1000 mifcada una y se
supervisaron por medio de andlisis TLC y andlisis HPLC. La velocidad de flujo
fue 100 mi/min. Las fracciones que contenian paciltexe! se combinaron y 8o
dejaron repoear a 5°C hasta que la cristalizacién del compuesto se completo.

Los cristates se filbraron y 86 recristalizaron a partir de metanol al 65% en
agua para producir cristales blancos (30.5 g) con una pureza mayor al 99%. La
identificacion del paciitaxel s como sigue:

"H-NMR (400 MH,, CDCls): 8 8.12 (d, 2H, Ar-H), 7.73 (d, 2H, Ar-H),
7.81(dd, Ar-H), 7.51 (m, 5H, Ar-H), 7.41 (m, 4H, Ar-H), 7.38 (dd, Ar-H), 6.98(d.N-
H), 6.27 (S, H-10), 6.23 (dd, H-13), 5.78 (dd,H-3"), 5.67 (d, H-2), 4.94 (d, H-5),
4.79 (dd, H-2"), 4.40 (dd, H-7), 4.30 (d, H-20a), 4.19(cd-H-20b), 3.79(d, H-3),
3.54(d-OH), 2.51 (ddd, H-8a), 2.48 (d, -OH), 2.38 (S, 4-OAc), 2.33 (m, H-14),
2.24 (S, 10-OAc), 1.89 (ddd, H-6b) 1.78 (S,18-CHy), 1.68(S, 19-CHy), 1.24(8S,
16-CH), 1.14(S, 17-CH,) ppm.

C-NMR (100 MH,, CDCly): 8 203.80, 172.89, 171.25, 170.33, 168.97,
141.84, 137.91, 133.70, 133.56, 133.14, 131.97, 130.18, 120.00, 129.02,
128.88, 128.36, 127.00, 84.37, 81.13, 76.00, 77.18, 78.48, 76.28, 75.53, 74.89,
78.14, 72.38, T2.17, 58.59, 54.98, 45.46, 43.14, 35.64, 35.57, 26.84, 22.61,
21.76, 20.83, 14.83, y 6.53 ppm.



0171494

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA

conowid

045

C. IDONEIDAD

TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
UNIVERSIDAD NACIONAL DE

TRADUCCION OFICIAL No.

EJEMPLO 7
La brominacién se llevo a cabo de acuerdo con el método utilizado en la
patente U.S. No. 5,969,165.

El paclitaxel crudo del ejemplo 5 {10 g) se disolvieron en 100 mi de
diclorometano y la solucidn de diclorometano se vertié en un matraz de 500 ml
de tres cuelios de fondo redondo. Las solucitn se agitd a temperatura ambiente
por algunos minutos, luego 5 equivalentes de bromuro (5 raciones moles
equivalentes de bromurc ve cefalomanina) se adiciont por goteo durante una
hora. Los reactivos fueron agitados a temperatura ambiente hasta que la
reaccion se completd (aproximadamente de 2 a 3 horas), se supervisG por
medio de andfisis TLC. Una vez se completd la reaccién, la solucién se diluys
con 300 mi de CH2Cls, y fue transferida al embudo de separacion. Se afladieron
300 mi de tiosulfato de sodio (N82520,) af 10% a la solucion para absorber
cuaiquier exceso de bromuro (Bry). La capa de diclorometano se separd y lavd
con agua y salmuera, luego se concentré a sequedad bajo vacio para producir
un polivo color café claro.

EJEMPLO 8
Separacion de Paclitaxel por medio de Cromatografia de distribucion

Los reactivos crudos del ejemplo 7 (10 g) se disolvieron en 50 mi de
acetato de etilo y luego se diluyeron con 50 ml de hexano. La solucidn de

3
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muestra 8e adiciond a la parte superior de una columna de vidrio de baja presién
(5 por 100 cm). La columna se empacd con sllice gel pretratada y se sometié a
cromatografia de columna de distribucidn. Usando aparatos similares y la
metodologia utilizada en ol Ejemplio 5, el peclitaxel se obtuvo finaiments como
cristales blancos de forma de agujas con una pureza superior 8 98% (por
porcentaje de drea de HPLC). Se encontrd que la produccién fue 6.1 g.

Aunque las modalidades de la Invencion se han descrito arriba, no estén
limitadas y serén aparentes para aquelios expertos en la técnica que numerosas
modificaciones forman parte de la presente invencién en cuantio a ellas no se
apartan dei espiritu, natureleza y aicance de la invencién reivindicads y descrita.

3
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YO REIVINDICO:

1. Un método para aisiar compuestos de tmano a partir de un
recurso que contiene compuestos de texano, que comprende las etapas de:
Suministrar un recurso que contenga compuestos de taxano;
Extraer dichos compuestos de texano en un solvents orgénico;
Suministrar una columna cromatogréfica de distribucion;
Diluir fos compuestos de texano con dicha columna de distribucion;
y alsiar los compuestos diluidos de texano.

2. El método presentado en la reivindicacion 1, en donde dicho

recurso de taxanos incluye por lo menos uno de Taxus brevifolig ETC ver pégina
4 @ linea 22 at.seq.

3 E! método presentado en la reivindicaciéon 1, en donde por lo

mencs uno de dichos compuesios aislados comprende 13-acetil-9-
dihidrobacatina 1l

4. El método presentado en la reivindicacién 1, en donde dicha

columna de distribucién cromatognifica comprende una columna cromaiogréfica
de distribucion seca.

5. El método presentado en la reivindicacién 1, en donde dicha

32
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columna de distribucion cromatogréfica comprende una columna cromeatogréfica
de distribucién hiimeda.

6. El método presentado en la relvindicacién 1, en donde dicho
5 solvents argdnico comprende diclorometano.

7. El métode presentado en la reivindicacion 1, en donde por o
mencs uno de dichos compuestos aislados comprende paciitaxel.

10 8. Un método para asilar compuestos de taxanos a partir de recursos
que contengan compuestios de taxanos, que comprende ios pasos de:

Suministrar un recurso que contenga compuestos de texano;
Extraer dichos compuestos de taxano en un solvente orgénico;
Suministrar una columna cromatogréfica de distribucion;

15 Suministrar un material acameador dentro de dicha columna;
Suministrar un diluyents;
Diluir dichos compuestos de taxanc con dicho diluyente an dicha
columna de distribucion seca;
Diluir por lo menos 13-acetil-8-dihidrobacetina Iil, bacatina Iil y

z% pacitaxel; y aislar dichos 13-acetil-9-dihidrobacatina i, bacatina Ii
2w Y packtaxe).

I

%g 8. El método presentado en ia reivindicacion 8, que incluye lavar
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dichos 13-acetil-8-dihidrobacatina Hi, bacatina il y paciitaxel con metanol.

10. Ei método presentado en la relvindicacién 8, en donde dicha etapa
de aislamiento incluye disolver dicha bacatina lli en diclorometano.

11.  El método presentado en la reivindicacién 10, que ademés incluye
diuir dicha bacatina 1if en diclorometano en una columna cromatogréifica flash
de fase normal.

12. El método presentado en la reivindicacién 11, que incluye el
empleo de un diluyerte que contiene hexano y acetona.

13. El método presentado en la reivindicacién 8, en donde la etapa de
gislar incluye disoiver dicho peciitaxet en una solucién de acetato de etilo y
haxano,

14. El método presentado en la relvindicacion 13, que incluye diluir
dicha solucién que contiene paciitaxel en una columna preparativa de beja
presion.

15. El método presentado en la reivindicacién 8, en donde dicho
recurso de texanos incluye por io menos uno de Texus bmvibiia Taxus.

34
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RESUMEN
Un proceso para obtensr paclitaxs! y otros taxanos de una fuente que
contiene taxancs. El proceso incluye la extraccién de compuestos de taxano a
pariir de la fuents en un solvents orgénico y pasar esta composicin a través de
una columna cromatogréfica de distribucidn y diluir los compuestos de tmano
con una columna de disbibucion seca. Los compuestos de taxano diluidos se
aislan por medio de otras técnicas de procesamiento.

BN

X

DECLARACION COMBINADA Y PODER Expedients No. 98202-U.S.
DE ABOGADO PARA UNA SOLICITUD
DE PATENTE DE UTILIDAD

Como inventor nombrado absjo, por el presente declaro que:

Mi residencia, direccién de comeo y nacionalidad son las que se expreaan abejo
al pie de mi nombre;

YO CREO QUE SOY EL INVENTOR ORIGINAL, PRIMERO Y UNICO (si solo
un nombre se lista a continuacién) O UN INVENTOR ORIGINAL, PRIMERO Y
EN CONJUNTO (si més de un nombre gparecen en la lista) DEL OBJETO QUE
SE RECLAMA Y EL CUAL SE REIVINDICA Y PARA EL CUAL SE SOLICITA
PATENTE SOBRE LA INVENCION.

35
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TITULADA:
PROCESO PARA LA PREPARACION DE PACLITAXEL Y 13-ACETIL-9-
DIHIDROBACCATIN IV

5 especificacion de la cual:
(marque una) [X } se adjunta al presents

[} se presentd -omo
Salicitud Nimero de Serie
y fue modificada en
10 (sl aplica)

HE REVISADO Y ENTIENDO LOS CONTENIDOS DE LA ESPECIFICACION
IDENTIFICADA ANTERIORMENTE, INCLUYENDO LAS REIVINDICACIONES,
TJTAL ¥ COMO SE MODIFICARON POR MEDIO DE CUALQUIER
MODIFICACION REFERIDA ARRIBA:

15 RECONOZCO EL DEBER DE DIVULGAR INFORMACION LA CUAL SEA
MATERIA DE EXAMINACION DE LA PRESENTE SOLICITUD DE ACUERDO
CON EL TITULO 37, DEL CODIGO FEDERAL DE REGULACIONES, Seccitn
1.56 (a) lo cual establece: "Una patente por su propia naturaleza se ve afectada
por @i interés pablico. El interés pablico se sirve mejor, y la examen més

(3]

wi {IVERS:DAD NACIONAL DE COLOMBIA

efectivo de la patents ocurme cuando, en 8l momento en que se axamina la
solicitud, la Oficina conoce y evaltia las enseflanzas de todo ef material
informativo & patentar. Cada individuo asociado con la presentacion y trémite

C. IDONEIDAD 045
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de una solicitud de patente tiene el deber de imparciatidad y buena fe en el trato
para con la Oficina, lo cual incluye el deber de divuigar a la Oficina toda la
informacién conocida por ese individuo a ser de importancia para patentar como
8o define en esta seccidn. Ef deber de divuigar ia informacién existe en relacién
con cada relvindicacion pendiente hasta que la relvindicacién sea cancelada o
retirada de estudio, o la solicitud se abandona. E! material informativo de ia
patentabilidad de una relvindicacién que es canceiada o retirada de estudio no
requiere ser presentada si la informacién no es materia de patentabilided de
cualquier reivindicacién pendiente bajo estudio en la solicitud. No existe
obligacion de presentar informacién que no ssa materia patentable de cualquier
reivindicacion existente. El deber de divuigar toda la informacién conocida que
sea rnateria de patentabliidad se considera satisfecho si toda la informacién
conocida que sea materia patentable de cualquier relvindicacion presentada an
una patente fue citado por la Oficina 0 presentado a la Oficina en la manera
prescrita por § 1.97 (b)«(d) y 1.88. Sin embargo, ninguna patente seré otorgada
a una solicitud en ralacidn con un fraude que se haya practicado o Intentado
hacer a la Oficina 0 que se haya violado el deber de divuigacion a través de
mala fe 0 mala conducta intencional. La Oficina elienta a los solicitantes a
examinar cuidedosamente: (1) arte anterior citado en reportes de bisqueda de
una oficina de patentes exiranjera en una solicitud de contraparte, y (2) la
informacién més cercana sobre la cual individuos asociados con la presentacion

trédmite de la solicitud de patente crean que define cualquier relvindicacion
pendients, para asegurar que cualquier informacion materia de patentabilidad

a7
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contenida allf sea divuigada a la Oficina”.

No 88 ni creo que dicha invencién hay sido conocida o utilizada en jos Estados
Unidos de América antes de mi 0 nuestra invencién, o que haya sido patentada
0 descrita en cualquier publicacién impresa en cualquier pals antes de mi o
nuesira invencién, mas de un ailo antes a dicha solicitud; que dicha invencion
no ha sido usada pliblicamente ni ha estado en venta en los Estados Unidos de
Amdrica antes del afio anterior a la dicha solicitud; que dicha invencién no ha
sido patentada ni objeto de un certificado de inventor expedido antes de ia fecha
de dicha solicitud en ningiin pais extranjero a los Estados Unidos de América en
ninguna solicitud presentada por mi 0 mis representantes legaies ¢ cesionarios
durants més de 12 meses anteriores a dicha solicitud.

Por et presente reclamo beneficios de prioridad extranjera bajo e Titulo 35, dal
Cédigo de Estade Unidos Seccion 118 y /o seccidn 385 de cualquier soliciud
axtranjera para patente o ceriificado de inventor tal y como se indica abajo vy
también cualquier soficitud exiranjera para patente o certificado de inventor
identificada abajo en esta invencidn que tiene una fecha de pressntacidn
anterior a la de ia solicitud de patente o certificado de Inventor en esta invencién
que tiene facha de pressntacién anterior a la fecha de la solicitud sobre la cual

§
E



B Az

DECLARACION COMBINADA Y PODER DE

Archivo de abogado No. 88262-U.S.

ABOGADO
PAISAINTERNACIONAL |NUMERO  DE|FECHA DE PRESENTACION | PRIORIDAD
SOLICITUD {dia, mes, afto) REIVINDICADA
SI_No
Si_No

Por el pressnte nombro los siguientes apoderados y agentes para el trdmite de
dicha solicitud y para realizar todas les diligencias ante la Oficina de Marcas y

Patentes en relacién con ella y para presentar, tramitar y diligenciar los asuntos
5 relacionados con las solicitudes intemacionales dirigidas a dicha invencidn:

PAUL SHARPE REG. NO. 39,403
RICHARD MITCHELL, REG. NO. 34,519
GEORGE MACGREGOR, REG. NO. 37,547

10 Enviar toda la comeapondencia a;

Paul Sharpe
Marks & Clerk

P.O. Box 957, Estacién B
Ottawa, Ontario, K1P 587 Canadé

15

Hacer las llamadas telefonicas a:
Paul Sharpe - 813-238-9561
20 Por ol presente declaro que todas las afirmaciones hechas aqul son de mi
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propio conocimiento, son verdaderas y que todes las declaraciones hechas
sobre informacion y creencia se toman por verdaderas; y ademéis que esias
declaraciones fueron hechas con el conocimiento que el hacer declaraciones
falsas hechas intencionalments y similares se castiga con multa o prisién, o
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ambas, bajo la Seccién 1001 del Tihdo 18 del Cédigo de Estados Unidos de
América y que dichas declaraciones falsas intencionaies pueden comprometer ia

validez de ia solicitud o de cuaiquier patents emitida sobre la miama.

NOMBRE COMPLETO DEL PRIMER O UNICO |FIRMA FECHA
INVENTOR
(Firma Hegible) 03/07/100

Jian LIU

RESIDENCIA NACIONALIDAD

Fredericton, New Brunswick, CANADA Canadiense

Direccién de comao

470 Cherry Avenue, Fredericton, New Brunswick, CANADA E3A 5N§

NOMBRE COMPLETO DEL SEGUNDO|FIRMA (en blanco) |FECHA
INVENTOR, S! EXISTE (en blanco)
(en blanco)

RESIDENCIA NACIONALIDAD

en blanco) {en blanco)

Direccién de comeo

(en blanco)
NOMBRE COMPLETO DEL TERCER|FIRMA (en blanco) |FECHA
INVENTOR, S| EXISTE (en blanco)
{en blanco)

RESIDENCIA NACIONALIDAD

(en blanco) (en blanco)

Expediente No. 88292-U.8.

DECLARACION VERIFICADA REIVINDICANDO ESTADO DE ENTIDAD
PEQUENA (37 CFR §8 1.9(f) Y 1.27(b)) INVENTOR INDEPENDIENTE

i
:
:
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Titulo: PROCESO PARA LA PREPARACION DE PACLITAXEL Y 13-ACETIL-9-
DIHIDROBACCATIN iil

Como inventor nombrado abajo, por el presents declaro que soy idéneo como
inventor independients tal como se define en CFR 37 § 1.8(c) con el fin de
pegar los derechos reducidos a la Oficina de Patentes y Marcas descritos en
x] la especificacion presentada con el tiulo como s presentd arriba

] la solicitud identificada antes

(1 la patente identificada antes.

No he cedido, otorgado, traspasado ni otorgado licencia sobre y no estoy bajo
obligacion aiguna contractual o legal de ceder, otorgar, traspasar u oforgar
licencia sobre, cualesquiera derechos de la invencién a cualquier persona que
no pudiera calificarse como inventor independiente bajo 37 CFR § 1.9(c) sl tal
persona hubises hecho la invencién 0 a ninglin negocic que no pudicera
calificarse como negocio pequefio bajo 37 CFR § 1.9(d) 0 a una organizacién
sin &nimo de lucro bajo 37 CFR § 1.9(e).

Cada persona, negocio u organizacion a la cual he cadido, otorgado, traspasado
u otorgado licencia sobre cuslesquiera derechos de la invencidn abejo
nombrada:
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[1 No axiste tal persona, negocio u organizacion

[] Cada tal persona negocio u organizacién aparecen en Ia lista a
continuacion
Se requieren declaraciones verificadas por separado de ceda persona, negocio
y organizacidon nombrados quienes tengan derechos sobre la invencién
aduciendo su estado de pequefias entidades (37 CFR § 1.27).

Reconozeo la obligacion de presentar, en esta solicitud o patente, aviso de
cuaiquier cambio en el estado, resultando la pérdida del derecho al estado de
entided pequefia antes del pago, o en el momento del pago, en la primera fecha
que ocumra enfre los derechos de otorgamiento o0 deracho de mantenimiento,
despuds de la fecha en la cusl ya no sea aplicable el estado de entidad
pequefia. (37 CFR § 1.28(b)).

Por el presents declaro que todas las sfirmaciones hechas de mi conocimiento
son verdaderas y que todas ias declaraciones hechss sobre informacién y
creencia se toman por verdaderas, ademés que estas afirmaciones y
deciaraciones fueron hechas con el conocimiento de que el hacer declaraciones
falsas y similares intencionaimente se castiga con multa o prisién o ambos, bajo
ia Seccion 1001 del Titulo 18 del Cédigo de ios Estados Unidos, y que dichas
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deciaracionss intencionaimente falsas pueden atenisr contra la validez de ia
soficitud o de cualquier otorgamienio de patents que de ésta resultare, o de
cuaiquier patente a la cual se dirige esta declaracion verificada.

JANLIU (enbianco) fenblanco)
NOMBRE DEL INVENTOR NOMBRE DEL INVENTOR NOMBRE DEL
INVENTOR

(Firma liegible) fenblanco) = fenbjenco)
FIRMA DEL INVENTOR FIRMA DEL INVENTOR FIRMA DEL
INVENTOR

03/07/00 {en blanco) {enbanco)
FECHA FECHA FECHA

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA de la cual se deja copia en los archivos
de esta oficina para su confrontacién y a la cual me remito.

(O

977184

Bogota, 12 de Junio de 2001.
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

ANEE March 15, 2001

L THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
o THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK

: OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

ME  APPLICATION NUMBER: 09/522,625
FILING DATE: March 10, 2000

By Authority of the
OMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

YRR (AL
FOUCCION OFICIAL No.

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA ™ MONTGOME
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL Certifying Officer
C. IDONEIDAD 045
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
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IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UTILITY PATENT
APPLICATION TRANSMITTAL LETTER

ke

| G

PTO

52265

BOX PATENT APPLICATION
Commisslioner of Patants
Washingion, D.C. 20231

Sir:

ANARD

=B

Tranamitted herewith for filing is the utliity patent epplication of __Jian Ly _for PROCESS FOR

F IN I
Enciosed am:

[ 1 _— sheolsof[ Jformal [ ] Informal drawing(s).
[ ] Aclaim for foreign priority under 35 US.C. 119/385in
[ ]aseparata document [ ] the declaration.
{ 1 Acartfiad copy of tha priority dacumant,
[ 1 AnAssocisis Power of Altomay.
[X] _1__ verified statement(s) of snmall entity status.
The daciaration of the inventor(s) [ X ]is enclosed| ]will follow:
The fes has been ceicutated as folows:

A Basic Application Feo $ 080.00
B. Total Claima _ 15 minus20 = - x $1800 = & -
C. indepandent

Claims _ 2 minus 3 = _- _x $7800 = §$_-_
D. i muitipie depandant clalms presant, add $ 270.00 = & -
E. Total Application Fee (Total A, B, C & D) = $600.00
F. If verifisd statement of amaill entity stetus

i» enclosad, ity percent reduction of

Total Application Fee (50% x E) = $M500
G. Application Fee Due (E minus F) = $345.00
H. Assignment Recarding Fee of $40.00 If

sssignment document enclosed $ -
! TOTAL FEE (G plus H) _— a  $346.00

['X] One cheque in the amount of $345,00 is attachaed.

[ 1 Chage$ to Depoalt Account No. 13-1717.

The Commissioner is hareby authorized to charge any addiionsl fees under 37 C.F.R. $51.18,
1.17 and 1.21 which may be raquired by this paper, or to credit any overpaymeant, to Daposit Account No.
13-1717. A duplicate copy of this paper Is enclosed.

Paul Sharpe
Marks & Clerk
P.0. Box 957, Station B

Ottawa, Ontario, CANADA K1P 557

Telephana: (613) 238-9561
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PROCESS FOR MANUFACTURING PACLITAXEL
AND 13-ACETYL-8-DIHYDROBACCATIN Hll

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to the production of paciitaxel from pacific yew,
omamental yew, or other yew species’, needles, barks and roots and more particularly, the
present invention relates to a procass for axtracting paciitaxel economicatly which is
presently extracted by a high cost process due to an extremely high percentage of unwantad
impurities camied forward in the extract during the extraction.

BACKGROUND OF THE INVENTION

In the prior art there is described an extraction method {Journal of Natural Products
53, 1249-55, 1990), which reported that paciltaxel content In the extract In the range of
between 0.009% and 0.07%. After removing the hexanes soluble Impurities (waxes,
plgments, etc.) and after partition between water and dichloromathane, the paciitaxel
concentration In the dichioromethane soluble crude extract was in the range of between
0.03% and 0.3% by welight. Paciitaxel (Taxol) Is represented by the following structural
formula:

SR04
S9N
O~
Paclitaxel

is an anticancer compound. Paciitaxs! exhibits a unique mechanism for preventing the
growth of cancer cells by affecting the microtubules, which plays an important role in cell
division and other cellular functions.

gk
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Paciitaxel Is clinically effective for the treatment of retractory human ovarian and
breast cancer and has exhiblted promising aclivity against a number of other types of
cancers such as liver, peritoneal, cervical, prostate, colon, and esophageal cancers.

Padlitaxel was primarily extracted from the bark of pacific yew Taxus brevifolia.
Unfortunately, the yew grows very slowly, approximataly eight inches per year and thus the
bark Is a imited source of paciitaxel. This lead researchers to seek alternative means for
producing paditaxel and analogues thereof which may display superior antitumor activity,
such as derivatives of §-dihydrotaxol that have enhanced water solubliity. As an example
13-acetyl-8-dihydrobaceatin lll, a taxane diterpene, has been found to be a useful precursor

- o make such analogues. This has been discussed In U.S. Patent No. 5,440,058, issued to

Klein et al., August 8, 1895.

13-Acetyl-S-dihydrobaccatin Iil and baccatin [l are reprasented by the following
structure formulas:

A A

O_(i Ho?_eus O_{f “%?—cu,
13-acetyl-8-ditwydrobaccatin (Il Baccatin I

This can be obtained from, for example, Taxus canadensis which is more widely
distributed than JTaxus brevifolla. Hence, 13-acetyl-8-dihydrobaccatin {il is avallable more
abundantly than paditexel.

Conventional mathods for the isolation of taxanes, including pachitaxel, 13-acetyl-9-
dihydrobaccatin til, and baccatin [l generally invoive the steps of extracting taxanes from a
biomass with an aleohollc solvent and separating and purifying the individual taxane by

chromatography.

a3 b
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Prior art methods disdose the use of various types of chromatographic technologles
fo separate paciltaxel and derivatives thereof. For exampile, U.S. Patent No. 5,380,818,
issued o Rao, January 10, 1895, describes a process using C18 raverse phase fiquid
chromatography. Although reverse phase chromatography can be successful in separating
the taxanes, this protocol employs an expensive absorbent and requires a significant tme
invesiment. Accordingly, this process is not economically and industrislly viabla,

U.S. Patent No. 5,478,738, Issued to Nalr, Decernber 26, 1995, discioses a process
using a silica gel normal phase absorption chromatography to purify taxanes. In normal
phase absorption chromatography, Al,0, or sllica gel is used as an absorbent which Is about
100 imes less expensive than the ordinary reverse phasa absarbent. The problem for the
normat phase sifica gef absorption chromatography is that the absorbent wilt bind with
paciitaxel which will not be eluted by solvent mixture, therefore the product yleld is reduced.

U.S. Patent No. 5,530,020, Issued to Gunarvardana et al., June 25, 1996, disclosed a
procass for isolating 13-acetyl-8-dihydrobaccatin 11l from Taxus canadensis which employs
planet coll countercurrent chromatography (PCCC). Some of the disadvantages associated
with this procedure are that it is complex, consumes eignificant amounts of solvent and can
be used to purify only a small amount (milligrams) of samples.

Sa far, no distributive column chromatograpty for seperating and purifying paciitaxel
and relatad taxanes has been disclosad.

SUMMARY OF THE INVENTION

An object of the present invenfion is 10 provide an improved method for isolating
taxanes, particularly pactitaxel, 13-acetyl-8-dihydrobaccatin 1li, from a taxus species.

One aspact of the present Invention, there Is provided a method for isolating taxane
from a crude extract of a taxus species comprising the step of subjecting the crude extract to
dry column chromatography and distributive column chromatography.

The method of the present invention may be practiced on a small laboratory scale as
well as large industry scale.

LI L]
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Convenlently, the iaxane Is obtained from extraction of the plant material with an
alcoholic solvent at refidng. Prefarably, the column to be used with the method of the
presant invention Includes a nylon tube packed with pretreated sllica gel, having a micro
sphere siza of between 150 mesh and 250 mesh for using as dry column distribution
chromatography.

A glass column packed with pretreated silica gel having a particle size of batween
150 mesh and 250 mesh for using as wel distributive column chromatography.

In one embodiment of the invention, the method includes the steps of dry column
distribution chromatography to obtain 13-acatyl-8-dihydrobaccatin Ill, normal phase
distributive column chromatography to obtain pacdiitaxel and baccatin ll.

In another embodiment of the invention, 13-acetyl-8-dihydrobaccatin lll can be

purified by dry column distribution chromatography with eluting solvent hexanes and ethyl
acetate (4:6).

In another embodiment of the Invantion, paciitaxel may be further purified by normal
phase distributive column chromatography. Preferably, the eluting solvent for this atep Is
hexane:ethyl acetate (starting from 8:4 ending at 3:7). This chromatography may be
repeated several times if necessary.

in accordance with another aspect of the present Invention, this is provided a method
for obtalning taxanes from a Taxus species, including, but not limited to T, previfolia, T.
baccate, 1. cuspidata. T. canadensis, T, wallichlana, T, chinensls, T, fupanesis, T. X media
ov. densiformis and T. X media ov, HickslL

The praocess comprises the steps of exiracting a source matertal using alcoholic
solvent concentratad the aicohollc extract to get a taxanes contalning residue, partitioning
the residue was partitioned between water and CH,CL, then concentrating CH,Cl,.

Solution to get a taxane rich residue, separating the taxanes into tidane containing
fractions by subjecting the taxanes rich residue to dry column distribution chromatography in
a dry chromatography column, and recovering any individual txxcane from the column.
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In anather embodiment of the present invention, padiitaxel and baccatin |Il may
further be purified by the steps of crystallizing the 13-acetyl-8-dihydrobaccatin Ill out of the
taxana-cortaining solution with an alcoholic solvent 1o obtain 13-acetyl-8-dihydrobaccatin i,
and purifying the pacdiitaxal-containing solution by normal phase column distribution
chromatograptiy.

The advantages of the present invention are to provide a mathod for the Isolation of

taxanes which is quick, sasy to perform, cost-affective and efficlent, both In small and large
scale productions.

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENT

The starting material for this invention Is a plant materia selected from specias of
taxus, particularly Taxus canedensis.

The taxanes can be obtained from barks, neadles, roots, stems and wood or mixture

thereof. Desirably, the twigs or neadies or mixture of them are used. The biomass used
may be dried or fresh.

The blomass Is ground and extracted with a polar solvent such as an alcohol,
desirably methanol. The exiractions continues at refluxing for 3 hours and is filtered. The
reskiue Is extracted again at refiuxing for 2 hours and is fitered. The exdract is combined
and concentrated to about 5% of the original volume by evaporation. The padiitaxst content
in this concentrate is between 0.2% and 0.3% by HPLC area percent About 2 equal
amounts of water Is added to the concentrate. The aqueous solution is extracted several
times with dichloromethane and then the aqueous layer is discarded. The arganic layer Is
concentrated to a small volume. The paciitaxel content in this residue is approximately 1%.
The residue is subjectad for dry column distribution chromatography.

Dry Column Chromatography (DCC) provides an altemate method to Thin Layer
Chromatography (TLC) and preparative column chromatography. The cost is much less
compared to that of preparative Liquid Chromatography (LC). Samples which are separable
on silica gel or neutral alumina TLC plates can also be separated by DCC. One of the
advantages of DCC Is the direct transferability of the conditions from TLC to DCC. All work

p1/1%¢
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done to detarmine the condltions for separation of samples on DCC can be done
preftminarily on TLC plates. Once determined, these conditions can be applled to DCC
which will give a degree of separation similar to that obtained on the thin-ayer plate. DCC
provides the further advantage that the number of fractions to be processed depends on the
number of cuts made which does not usually exceed fifteen, and most often, does not
axceed ten cuts, which is In contrast to the “liquid-flow” columns which can require a large
{(>50) numbar of fractions to be coliected. Ancther advantage of DCC is the usa af nylon
tubing as column and fluorescent absorbents which provides simpiified detection and
isolation procedures. Therefore, compared to the “Tiquid-filled” column chromatography, dry
column chromatography is often a quicker, easler and less expensive tachnique.

The process for dry column chromstography Is generally set out In “Progress in
Separation and Purification”, Marjorie, M., E.S. Penry and CJ. Van Oss Ed., John Wiley &
Sons, 1970. volume 3, pages 73-85.

Briefly, the general procedures for accomplishing dry column chromatography involve
the use of a column Including a nylon tubing, but other types of tubes such as glass may also
be used. The tube is placed in acetone ovemight and air dried to remove any solvent. The
column is prepared by sealing the tubing at one end, and inserting a small pad of cotton or
glass wool from the other end. The sealed end of the tubing is plerced to provide vent, and
the tubing Is dry packed with alumina trioxide or sllica ge! until it is sturdy enough to stand
upright in a clamp. The sample may be poured directly onto the tube or dissolved In a small
volume of the solvent to be used for development, and then distributed evenly on the top of
the column. Alteratively, the sample may be coated onto a smait amount of adsorbent,
dried, ground and then added to the top of tha column. The sample is passed down the
column with an eluting solvent. A constant liquid head of solvent of about one to two
centimeters should be maintained at all imes. The column shoukl never run dry.

It has been found that the procass of the prasent invention requires 3 to about 5
hours (o complete the separation of the desiraed compounds. Although the ssparation ime Is '
slower than the usual smafll scale laboratory process. DCC Is stifl a faster technique than |
“liquid-filled” chromatography which can take three to five days to complete. Separation is
achieved as the mixture runs down the column. When the mixture reaches the base of the
column, the development is stopped and the ends of the column are sealed. The various
components of the extract can be Identified by the separate bands which can be detecied by,
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for example, a UV or visible method. The column Is then cut Info the desired sections and
the pure compourxis are elutad with sultable solverts.

The present invention can be bast practiced using a nylon column. Alumine tricvdde
or silica gel are sultable supporting agents, here, silica gel being preferred. In absorption
chromatography, the silica gel contains silylhydroxide groups (-SIOH) which bind with the
polar group of the solute, Thus the more polar compounds move more slowly along the
column than less polar compounds. In the reverse phase chromatography, the surfaces of
sllica gel have been modified by various functional groups, which bind with non-polar group
of the solute. Thus the more polar compounds move more faster along the column than less
polar compounds. The disadvantage of the reverse phase chromatography is that the
process is more axpensive and time consuming than normal phase chromatography. But
bath processes all balong to absorption chromatography.

The normal phase absorption chromatography Is such that paciitaxel is not cleanly
saepamatad, the process need be repeat as many as 10 times 1o reach the final purity of
pachitaxel because of the large number of Impurities In the crude extract.

Thae present invention using a new chromatography process, which Is called normal
phasa distribution chromatography, to separate and purify pachitae! and related taxanes.

In this distributive column chromatography, the silica gel used is pretreated with
formamide. The (-SIOH) groups of the sliica gel have been binded with (H-C=0-NH,) by
hydrogen bond or Van der Waals forces between -SIOH and H-C=0-NH, groups. Thus the
sliica gel has iost its absomtion propertias and used only as the carriers of formamide (FAM).

The material to be separated wiil be distributad between formamide and the eluting
solvent according to their polarity. The chromatographic behaviors are similar to the normal
phase chromatography, thus the more polar compounds move more slowly along the column
than less polar compournxis,

For the dry distributive column chromatography:

The sllica gel or alumina tricxdde are treated according to the following method:
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1) The silica gel to be used mixed with excess 10% to about 15% FAM in
Me,CO, the mixture is stirmed for 15 minutes at room temperature, then

filtered. The filtrate was concantrated to recover the solvent, the residue was
discarded.

2) The sifica gel was then air dried to remove all solvent. The air dried silica ge!
ia ready to use.

For the wet distributive column chromatography:

The silica gel to be used Is mixed with excess betweean 10% and 15% formamide In
acstona. The mixiure Is stirmed for 15 minutes at room temperature, then poured Into a
column. The excess solvents are flowed passing the column until about 1cm to 2 cm of
solvent head Is over the pacied silica gel bed. The column s kapt at room temperature fora
few hours before adding samples on the top of the column.

The present invention can be best practiced using nylon columns. Alumina trioxide
or silica ge! are sultable carriers, silica gel being preferred.

Sliica gel normally has a functional group of -SIOH surrounding lts surface. When it
was treated with H-C=0-NH, (fonrmamide) some kind of hydrogen bond formed between the -
SiOH functional group and formamide, as well as some other interactive forces, therefore,
the sllica gel has no longer maintained Iits absorption properties, It is a carrier of formamide
only. In the surface of silica gel particle, a fine thin film of formamide formed, which is called
stationary phase.

The distribution chromatography differs from traditional absorption chromatography.
In the tradiional absorption chromatography the system consisted with absorbent (stationary
phass), eluting solvent/s (mabile phase) and solute, therefore the system Is a three
components system. (n distribution chrometography, the chromatography systems consist
with supporter (carrier), polar solvent (stationary phase), eluting solvent/s {(moblle phase),
and solute, therefore, the system is a four components system.

The separation mechanism is different in the two chromatographic systems. in
absorption chromatography, the material is separated as a resuit of repeatad
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sorption/desorption steps during the movement of the sample components along the
stationary bad, and the separation is achleved due to differences in the samtion/desorption
equilibrium constants of the Individual sample components.

in the distribution chrometography, the material io be separated are separated as a
result of distribution different in two insoluble lquid phases, and the separation is achieved
due to differences of distribution conatants In the twa insolubla liquid phases of the individual

sample components.
10 Generally, distribution chromatography is used to separate polar compounds, such

as sugars, peptides, glycosides and othar polar compounds.

5} In the present Invention, it has been found that the distribution chromatography

1]} achieves excalient separation for taxane diterpena relative to absorption chromatography,

H} inciuding normal phase and reverse phase chromatography.

m

m The present invention can be best practiced using nylon column dry packed with

» pretreated aflica gel for isolation of 13-acetyl-8-dihydrobaceatin lli. The sllica gel has a micro

5l sphere sizs of between 150 mesh and 250 mesh. The dimensions of the column are 12

k2o inches x 120 inches. The amount of silica gel required Is, in tum, determined by the sample

E; side. When preclicing the dry column distribution chromatographic separation of the present

L) invention, it has been found that the ratio of sample size to the amount of sllica gel required
1o separats the taxanes ranges from between 1:15 and 1:20, desirably 1:20. Hence, the
amount of silica gel needed is approximately fifteen to twenty times, and desirably twenty
times the amount of sample. The above ratios have beaen found to be optimal with respect to
the cast and degree of separation. Augmenting the amount of sifica gel used will Increasa
the cost which can ba substantial in large scale process. On the other hand, reducing the
amount of silica ge! will result in a poor separation.

30 Having described the dry column distribution chromatographic techniques and

conditions sultable for the present Invention, a preferred experiment of the method for
isolating taxanes in accordance with the present invention follows.

Tha crude dichloromethane extract Is separated into several individual taxanes by
charging the crude extract onto the top of the column, and adding a solvent mixiure of

017194
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hexanes and ethyl acetate (4:6) thareto. Once the solvent reaches the bottom of the
column, the eluting is stopped and the nylon tube is closed, then the column is sliced into
various sections. The compounds from the sliced sections are washed with a polar solvent
such as an alcohol, such as methanol. The individual taxanes were identified by TLC.

13-Acetyl-8-dihydrobaccatin |l is obtained by crystaliizing from methanol. The
crystallization normally continues ovemight at room temperature.

Paclitaxsl is separated from other taxanes by purification as foliows. The fractions
are analyzed by TLC. Padlitaxel shows a purple green colar spot and 13-acetyl-9-

dihydrobaccatin Iit shows a dark gresn color spot on the TLC plate by spraying 10% H.SO,
ethanol solutlon.

The fractions containing paciitaxsl are combined, and concentrated to dryness, and
the residue Is dissolved with CH,Cl,. The CH,Cl, solution Is purified by wet column
distribution chromatography. The column is packed with pretreated silica gel having micro
sphere size of betwesn 150 mesh and 250 mesh, and operating at a preasure of 30 p.s..
Usaful elutants for this invention can be selacted from the mixture of hexanes and ethy!
acstate, or from the standard texts of chromatography, for example, hexanes and acetone.

A gradient solvent system of hexanes and stiyl acetate, which In a ratio of haxanes
io ethyl acetata of about 5:5 to 3.7, is found to be particularly useful for the purpose of
separating paciitaxe! from close related taxanes. The texanes containing fractions are
collectad from the column, and the one containing paclitaxsl are combined and concentrated
to remove the solvent. The residue was dissolved In methanol and about 30% squivalent of
water was added. The aqueous solution was kapt at room temperature ovemight, the
crystals formed were filtered out and dried in a vacuum oven at 70°C. Paclitaxel is obtained
as a cream colored powder.

The fractions containing baccatin [ll are combined and concantratad to dryness. The
rasidue is dissolved in methanol. The methanol solution is kept in a refrigerator overnight.
Baccatin is obtained as off white crystal, which is further recrystallized by dissolving the
solids in small volumes of acetone. The acetone solution ks diluted with the equivalent
hexanes, and the mixture is allowed to sit at room temperature ovemight to yield baccatin Il
as white needlie-ike crystals,
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EXAMPLE 1

To approximately 350 kg of dried ground needles and twigs of Taxug canadensgis in
an industrial multi-functional exiractor, 1200 lilers of methanol were added. The mixiure was
refluxad for 3 hours and fitered. The raw material was then refluxed for 2 hours with 800
liters of methanol and than the methanol solution was filtared again. The filrate was
combined and concentrated to approximately 150 liters under vacuum In a spray evaporator,
then one equivalent of water was added to diluta the concentrate. The aqueous solution was
partiohed between water and methylens chioride (450 L, 1:1) in a 1000 L. reactor which is
aquipped with an electric stiver. The mbdure was stired for 5 minutes at a speed of 80/min,
then kapt at room temperature for 1 hour or untll the mixture becomes two layers. The
arganic layer was collectad and the aqueous layer was extracted two more times with 400
liters of methylene chioride (200 liters each). The methylene chioride solution was combined

and concentratad In a thin film evaporator which is equipped with two cyclone separators
under a vacuum to become a siumry form.

EXAMPLE 2

To approximately 70kg of silica gel in a SO0 liter mixer equipped with an electric
stirrer, 250 liters of 15% formamide In acetone wers added, and the mixture was stired for
15 minutes at room temperature, then the mixture was kapt at room temperature for another
30 minutas and filtered. The solld silica gel was collacted and air dried in a shelve dryer, the
filtrate was concentrated to recover the solvent, acetone and excess formamide.

EXAMPLE 3
Dry Column Distribution Chromatography
The pretreated silica gel from example 2 was packed in a nylon tube having

dimension of 8 inches x 120 inches with a wall thickness of approximately 0.1 mm. The
sllica gel used has a micro sphere size of betwaen 150 mesh and- 250 mesh. The nylon

[1-]
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column was then placed Into a same size stainless steel column to hold the weight of the
nylon column. The elutant used was a mbxture of hexane and etityl acetate (4:8), other
organic solvent which insoluble in formamide may be used.

The sampie from exampie 1 (8kg, appraximately 70% sofid mass) was diluted with 5
lltamofeﬂwlaoaﬁ_m.andmanwasplacadonthetnpofﬂ\enylonoolunm.andﬂ\acnhmn
was subjected for dry column distribution chromatography.

The column was developed with hexanes: ethy? acatate (4:6), being careful to kesp a
constant one to two an of liquid head at all imes, ancs the siutant reached the bottom of the
column, further column development was stopped. The nylon column was taken out from
the holding stainless stesl column and then was cut into 15 portions. Each portlon was
checked by TLC analysis (samples were sprayed with 10% H,SO, in ethanol followed by
heating at 100 - 105°C for a couple of minutas). It was found that 13-acetyl-8-
dihydrobaccatin {ll and baccatin It moved faster than padiitaxasl along the colurnn and the
chromatographic behavior in the distribution chromatography differed from the one normal

phase absorption chromatography and similar as in the reverse phase absorption
chromatography.

The 13-acetyl-9-dihydrobaccatin !, baccatin lil, and paditaxel containing portions
were placad Into 8 inch short glass columns and washed with msthanol, respectively. The
methanol solutions were collectad and then concentrated to dryness separataly.

The 13-acetyl-8-dhydrobaccatin ili portion residue was dissolved in small amounts of
methanol (the amount of methanaol was good snough to dissolve the residue at 80°C), and
the methanol solution was cooled at room temperature and then kept overnight at room
temperature. The crystals formed wera filtered out and washed with acetone and then dried
in 2 vacuum oven at 80°C to yield 13-acetyl-9-dihydrobaccatin (li, as needle-like crystais
{approximately 120 g), which is identified by NMR spectros copies.

'H-NMR (400 MH,, CDC),): 8 8.07 (d, 2H, 2, 8'-Ar-H), 7.58 (dd, 1H, 4'-Ar-H), 7.45
(dd, 2H, 3', §'-Ar-H), 8.17 (d, H-10), 6.14 {dd, H-13), 5.73 {d, H-2), 4.93 (d, H-5), 4.41 (dd,

2H, H-7, 9), 4.28 (d, H-20a), 4.14 (d. H-20b), 3.02 (d, H-3), 2.51 {ddd, H-6a), 2.28 (S, 10-
OAc), 2.18 (m, 2H, H-14), 2.17 (S, 4-OAc), 2.12 (S, 13-OAc), 1.91 (dd, H-8b), 1.91 (S, 18-
CH,), 1.79 (8, 18-CH,), 1.66 (S, 16-CH,), 1.23 (S, 17-CH,) ppm.

o
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“C-NMR (100 MH,, CDCL): 3 170.55, 170.48, 160.38, 167.00, 139.58, 134.88,
133,60, 130.05, 120.18, 128.62, 84.03, 82.05, 78.74, 76.77, 78.55, 73.91, 73.49, 73.18,

89.74, 47.07, 44.84, 43.00, 37.92, 35.92, 28.27, 22.84, 22.56, 21.34, 21.24, 14.86, 12.48
ppm.

EXAMPLE 4
Normal Phase Absorption Chromatography

The baccatin contalning portion residue from example 3 was dissolved in small
amount of dichloromeathane (only a sufficiant amount to dissolve the material at warming of
the solvent), then the dichloromethane solution was subjected for a normal phase flash
chromatograptyy. A 10 cm x 150 cm glass column was used. The column packed with silica
gel (150 mesh and 250 mesh). The aluting solvent was a decreasing gradlent system of
hexane and acetone (starting from 70:30 and progressing to 45:55). Fractions of 1000mi
were collected. The fractions contalning baccatin 11l were combined and concentrated to
dryness. The residues was dissolved In 1000 mi of methanol and kept at room temperature
avemight. Some whits crystals were formed. The crystals were filtered and recrystallized
from methanal. 23 g of whits crystals wera obteined and identified by comparison with a
reference sampie over HPLC as baccatin IIl.

EXAMPLE 8
Normal Phase Distribution Chromatography

The paciitaxs] containing portion residue from example 3 was dissolved in a small
amount of ethyl acetate and diiuted with a small amount of hexane. 20 kg of silica gel was
treated as disclosed in example 1 and then mixed with 40 [iters of mixed solvents of hexane
- and ethyl acatate (8:4), then the mixture was goured Into a 15 cm x 150 cm low pressure
preparative column. The excess solvent was allowed to flow out until 1 cm of solvent head F
remained on the top of the column. The sample solution was carefulty added to the top of
the silica gel bed. The column then was eluted with a gradient solvent system of hexane and
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athyl acetate (starting from 6:4 and ending at 3.7). Fractions of 2000 ml each were collected,
and the flow rate was between 75 mimin and 100 mi/min.

The fractions containing paciitaxsl wera combined and concentrated to remove most
of the solvent, the residus was then dissolved in methanol (1500 mi). To the methanol
solution approxdmately 30% of the volume of water was added, then the aqueous solution
was kept at 5°C ovemnight. The crude crystaline solid from the aqueous methanol solution
was fittered out and dried in a vacuum over at a temperature of between 75°C and 80°C.

The solid consisted of appraximately 70% paciitaxel and 23% of cephalomanine and other
unidentified taxanes. The yield was 66 g.

EXAMPLE 6
Macroreticular Adsorbant Resin Absorption Chromatography

50 g of crude paciltaxel from axample 5 was dissolved In 350 ml of acetonas, then
mixed with 200 g of polymethacrylate-divinyl benzene co-polymer restn. The mixture was
placad into & round bottom flask and then svaporated over a rotary evaporator to remove the
acatone. Tha coated material was then placed on the top of a low pressura preparative
column. Column size is 100 cm x 150cm and packed with polymeathacrylate-divinyl benzene
co-polymer resin. The polymer resin particle size is between 75 {im and 150 ym. The co-
polymer resin was prepared from Amberiite® IRP84. After the sample was added the
column top opening was sealed and eluted with a siep gradient of solvant mixture of acetons
and water (starting acetone:water 3:7 and ending at 85:35). The column was operated
under the pressure of 30 p.s.i. The change of solvant was monitored by the results of the
TL.C and HPLC analytic results of the fractions.

Fractions of approximately 1000 ml/each were collected and monitored by TLC and
HPLC analysis. The flow rate was 100 m/min. The paciitaxel contalning fractions were

combined and wera allowed to stard at 5°C until crystatitzation of the compound was
completed.

The crystals were fillered out and recrystaliized from 65% methanol in water to yleld
white crystals {30.5g) with purity greater than 99%. Identification of paciltaxel as follows:
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'H-NMR (400 MH,, COCL,): 5 8.12 (d, 2H, Ar-H), 7.73 (d, 2H, Ar-H), 7.61 (dd, Ar-H),
7.51 (m, SH, ArH), 7.41 (m, 4H, Ar-H), 7.38 (dd, Ar-H), 8.98 (d, N-H), 8.27 (S, H-10), 6.23

(dd, H-13), 5.78 (dd, H-3"), 5.87 (d. H-2), 4.84 (d, H-5), 4.79 {dd, H-2"), 4.40 (dd, H-7), 4.30
(d, H-20a), 4.19 (d, H-20b), 3.79 (d, H-3), 3.54 (d, -OH), 2.51 (ddd, H-8a), 248 (d, -OH), 2.38
(S. 4-0Ac), 2.33 (m, H-14), 2.24 (S, 10-OAc), 1.88 (ddd, H-8b), 1.79 (8, 18-CH,), 1.68 (S,
18-CH,), 1.24 (S, 16-CH,), 1.14 (S, 17-CH,) ppm.

C-NMR (100 MH,, CDCY,): 8 203.60, 172.69, 171.25, 170.33, 166.87, 141.94,
137.91, 133.70, 133.56, 133.14, 131.97, 130.18, 129.09, 129.02, 128.68, 128.386, 127.00,

84.37, 81.13, 79.00, 77.18, 78.48, 76.26, 75.53, 74.89, 73.14, 72.38, 72.17, 58.59, 54.98,
45.56, 43.14, 35.64, 36.57, 26.84, 22.61, 21.79, 20.83, 14.83, and 9.53 ppm.

EXAMPLE 7

The bromination was carrfed out in accordance with using a method of U.S. Patent
No. 5,869,165,

The crude paciitaxel from example 5 (10 g) was dissolved in 100 mt of
dichloromethane and dichioromethane solution was poured into a 500 mi three neck round
bottom flask. The solution was stimed at room temperature for a few minutes, then 5
equivalent of bromine (5 equivalent mole ration of bromine va cephalomanine) was added
dropwisa over 1 hour. The reactants were stimed at room temperature until the reaction was
compieted (approximately 2-3 hours), monitored by TLC analysis. Once the reaction was
completed, the solution was diluted with 300 ml of CH,Cl,, and was transferred to a
separation funnel. To the solution 300 mi of 10% aqueous sodium thiosuiphate (Na,S,0,)
was added to absorb any excess bromine (Br,). The dichloromethane layer was separated
and washed with water and brine, then concantrated to dryness under vacuum to yield a light
brown powdaer.

EXAMPLE 8

Separation of Paclitaxel! By Distribution Chromatography
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The crude reactants (10g) from example 7 was dissolved in 50 ml of ethyl acetate
and then diluted with 50 mi of heocsane. The sample solution was added to the top of a low
pressure glass column (8 x 100 cm). The column was packed with pretragtad silica gel and
subjected for distribution column chromatography. Using similar apparatus and methodology
as used In example 5, pacittaxel was finally obtained as white needie-ike crystals with a
purity greater than 99% {by HPLC area percent). Yield was foundtobe 8.1g.

Although ambodiments of the invention have been described above, it 1s not limited
thereto and it will be apparent to those skiled In the art that numerous madifications form

part of the present invention inscfar as they do not depart from the sphkit, nature and scope
of the claimed and described Invention.
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| CLAIM:

1. A method of isolating taxane compounds from a source containing taxane
compounds, comprising the steps of:

providing a source contalning tmane compounds;

axiracting sald taxane compounds into an organic solvent;

providing a distribution chromatography column;

eluting taxane compounds with said dry distribution column; and

isolating ehsted taxane compounds.

2. The method as sat forth in claim 1, whensin said source of taxanes includes
at least one of Taxus brevifolig ETC see page 4 @ line 22 st.seq.

3 The method as set forth in claim 1, whereln at least one of said compounds
isolatad comprises 13-acetyl-9-dihydrobaccatin .

4, The method as set forth In claim 1, wharein said distribution chromatography
column comprises a dry distribution chromatography column.

S. The method as set forth In claim 1, whereln said distribution chromatography
column comprises a wet distribution chromatography column.

6. Tha method as set forth in cialm 1, wharein sald organic salvent comprises
dichloromethane.

7. The method as set forth In claim 1, whereln at iaast one of said compounds
isolaled comprises pachtaxel.

8. A method aof isalating taxene compounds from a source contalning taxane
compounds, comprising the steps of:

providing a source containing taxane compounds;

exiracting sald texane compounds into an organic solvent; I

providing a distribution chromatography column;

providing a carrier material within sald column;

providing a elutant;

elutling sald source of taxane compounds with said elutant in said dry distribution
column;
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eluting at least 13-acetyl-9-diydrobaccatin Ill, baccatin lil and pacitaxel; and
isolating said 13-acetyl-8-dihydrobaccatin [if, baccatin H! and paciitaxsi.

0. The method as sat forth In claim 8, induding washing sald 13-acetyl-9-
dihydrobaccatin Hi, baccatin li and paciitaxel with methanol.

10. The meathod a set forth in claim 8, wherein sald step of isolating includes
dissolving said baccatin i in dichloromethane.

11.  The method ae set forth In clalm 10, further including eluting sald baccatin |l
In dichloromethane in a normal phase flash chromatography column.

12. The msthod as sat forth in clalm 11, including employing an elutant

(] contalning hexane and acetone.

0

¢/} 13. The method as set forth in clalm 8, wherein sald step of isolating includes
g{ dissolving said pacfitaxsl in a solution of ethyl acetate and hexane.

!

0 14.  The method o set forth in claim 13, including eluiting said solution containing
E} paciitaxsl in a low pressure preparative column.

p

g 15.  The method as set forth in claim 8, wharein said source of taxanes includes

&y at least one of Taxugs brevifolie, Texys brevifolia, Taxug baccats, Taxus cuysoidots, Taxus
cenadensis, Taxus walichfang, Taxus chinonsis and Taxus funanesis.
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ABSTRACT

A process for obtaining paciitaxel and other taxanes from a source containing
twmnes. The process involves axtracting taxane compounds from the source into an

organic solvent and passing this composition through a distribution chromatography colurmn
and efuting toana compounds with the dry distribution column. The sluted taane
compounds are isolated by further processing techniques.
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COMBINED DECLARATION AND POWER OF ATTORNEY Attorney Dockat No. 88282-U.8.
FOR UTRLITY PATENT APPLICATION

A3 8 bsiow named nventor, | hereby declare that:

My residance, post office address and citizenship are as atatad below naxt to my name;

| BELIEVE | AM THE ORIGINAL, FIRST AND SOLE INVENTOR (if only one name is listad below) OR AN
ORIGINAL, FIRST AND JOINT INVENTOR (if more than one nama is listed balow) OF THE SUBJECT
MATTER WHICH IS CLAIMED AND FOR WHICH A PATENT IS SOUGHT ON THE INVENTION

ENTITLED:
PROCESS FOR MANUFACTURING PACLITAXEL
AND 13-ACGETYL-9-DIHYDROBACCATIN IV
the specification of which:
(d:g; [X ] is attached hersto:
{ |wasfiedon a8
Application Serial No.
and was amended on

(f applicable)

J HAVE REVIEWED AND UNDERSTAND THE CONTENTS OF THE ABOVE-IDENTIFIED SPECIFICATION,
INCLUDING THE CLAIMS, AS AMENDED BY ANY AMENDMENT REFERRED TO ABOVE:

| ACKNCWLEDGE THE DUTY TO DISCLOSE INFORMATION WHICH IS MATERIAL TO THE
EXAMINATION OF THIS APPLICATION IN ACCORDANCE WITH TITLE 37, CODE OF FEDERAL
REGULATIONS, Sac. 1.58 (a) which stetes: "A patent by Its vary nature is affacted with a public interest. Tha publio intsrest
in best served, arvd the most effective patent cemination ocous when, at the time an spplicefion is being eusminas, the Offion ke
wwere of and evsluains e tsachings of all inforrmafion matevisl © patentablity. Each indvidual essocisied with the fing snd
prosacution of @ peiant appliication hes u duty of candor and good falth in dealing with the Office, which inciudes a duty 1o discioss
1o tha Office all irlormation known i that Ingdividual ©© be matariel 1o palentabliity as definad in this sedtion. The duly to diacioss
information exists with espect to sach pending claim unifl the clsim s cancalied or withdrawn from consideralion, or the application
becomes abarcionsd. Inforrmation malarial to the petentebility of 8 ciaim thet ls cancelied or wilhdrawn from considaration need nol
ba submitied if the informelion s not matedal 1o the patsntablily of any claim remaining under cansideration in the spplication. Thare
Is no duty 1o sulamit informstion which is not meterdsl to the palantablity of eny exising cdeim.  The duty to discioss all Information
lewren 4o be material 4o pateninhiity is deemed 1o be satiafind ¥ sl information known i be maleris! to pwisntebilly of any clakm lssued
in & patent was clted by tha Ofica or submittad 1o the Offics in the mannes prescribad by §1.97(0)-(d) and 1.98. Howsver, no patart
will be grentadd on an application i carnection with which fraud on the Ofics was praciasd or sttesmpied or the duly of disclosure wes
viclsiad through bad falih or intentional misconduct, Tha Office sncouragss appilcants i condully axsmine: (1) prior ant citad In
somrch reports of 2 foreign patent offics in & couriamart application, and (2) the clossst information over which individuals associsind

with s fling or proseculion of & peient applicsion belleve sy panding claim paieniably defines, o muke sure that sny materdsl
indosmation conisined tharein 's disclossd ip the Ofice.”

| do not know and do not believe tha aald invention was ever known or usad in the United States of America
before my or our Invention thereof, or patented or dascribad bn any printed publication in any country before
my or aur [nvention thersof, or more than one year prior 1o said application; that sakl Invention was not in
public use or on sale in the United States of America more than one year prior to said application; that said
invention has not been patented or made the subject of an Inventor's certificate lssued before tha date of sald
application in auty couniry foreign to the United States of America on any application fled by me or my legal
reprasentatives or aasigns more than twelve months prior to seid application.

| hereby claim foreign priority benefita under Tle 35, United States Code Sec. 119 and/or Sec. 385 of any
foreign application(s) for patent or inventor's certificats as indicated below and have also identified below any
foreign applicatian for patent or inventor's cartificate on this invention having a filing date before that of the
application for patent or Inventor’s certificate on this invention having a filing dats before that of the appfication
on which priority la claimed:

Fage ' 2

1

TRADUCCION OFICIAL Ne.

17

/18

JUAN PABLO PIEDRAHITA AGUILERA

TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL

C. IDONEIDAD 045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA



COMBINED DECLARATION AND POWER OF ATFORNEY

Attomey Dockst No. 88282-U.8.

COUNTRYANTERNATIONAL APPLICATION DATEOF PRIORITY
NUMBER FILING CLAIMED
(day, month,
year)
™=
o _ nw_

I hereby appolit the folowing $tiomays and sganits) © prosecute said sepication and © tareact ol business in tha Petent and
Trademark Offios conneoiad tharewith and to s, prosecite and 1o transeci all business in cormection with inlernalional epplicsiions

dirpcted 0 anld Urveantion:

PAUL SHARPE, REG. NO. 30,492

RICHARD MITCHELL, REG. NO. 34,519
GEORGE MACGREGOR, REG. NO. 37,547

Address ufl comespondancs Paul Sharpa
Marks & Clerk
P.O. Box 957, Station B
Ottawa, Ontarlo, K1P 557 Canada

Address af talaphone calls tx Paul Sharpe - 613-238-8561

| hareby declare that sil stalements made harein of my cun incwiadge sne frue and hat all siaterments wars mada on inkevnelion and
bellef are ballovad 1 ba trua; and further Tt thess staismants wers mads with the knowiedgs that widd feise sisterments and the
e s made sre punisinbie by fine or imprisonmant, or boih, under Saction 1001 of Tile 1 of ha Uniied Siates Code and thst such

withd feise staterments inay jeopundias fhe vaikilty of the spplication or any patent lssusd thaneon.

AULL KAME OF BOLE OR FIRST NVENTOR SONATURE

Jian LIW e )\ o

ex/ea/ov

Fredericton, New Brunswick, CANADA

470 Chesry Avenus, Fredericton, New Brunawick Canada E3A 5N9

PURE, MAME OF BECOND JOINT INVENTOR, IF ANY GNATURE

FULL NAME OF THIRD JOINT INVENTOR, IF AMY SIGNATURE
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VERIFIED STATEMENT CLAIMING SMALL ENTITY STATUS Anomoy Docket No. 98292-U.8.
(7 CFR 1.%f) & 1.27(b))-NDEPENDENT INVENTOR

AppbcutorPuiemtes.  JANLOY
Sernl or Priest Na ,
Filed or Texmed
Tile

As a below named inventor, | hereby denbure that [ quahify ss an sndependont saventor as defined m 37 CFR 1 ¥(c) for puposas of peying redocsd fes3 1
the Patent snd Trademark Office desorbed m

[K] thespecificstion flied herewnth with teic s listed shove
[ 1 tospphenion kieotrfiod shova
[ 1 e paiest identificd shove.

1 bave sot exsigned, pranied, conveyed or Licensed asd sn onder a0 chhgation under oostract or lew 10 sssign, g, convey ar lcs, sy nghta b the
favention 1 any person who would not qealuly s e mdependent inventor mader 37 CFR 1 9{¢) iff that parsen had made the iovention or to sy omen
which woul! not qualify ss & small busmess concern under 37 CFR 1 (d) or & noopralit anganivacon oader 37 CFR 1 9(e).

Esch person, coscemn or orgasization o which [ beve sscgned, granied, oonrveyed, er hesysad or e vnder sn obligatyon tader oomimect or leer i atsgn,
grect, convey, or Licexso mny rights m the owention i bsted below:

[ )  NNosuchpesm, concom, or orgaeestion oot
I 1 Eschmxchpeson, comsam, or organizatum ks bsted helow.

Separyie verified setermnenty wre recpared fBom cach rmmed person, conoen ar erpacstion having nghts 1o the mvention sverring 1o thelr slaios e sl
cutihes (JICFR117)

I acknowiesdign the duty to (e, in tus spplicatson or petent, notificanon of sy change in states resulling m loss of emitemeont 10 sl sty staos preoe
uni!us_mw;hmuhmhuwmhﬁ-aﬂ-humdﬂmnluﬂwhnh‘-
Spopriste.

[ hereby declare that oll staternenty made bevsin of my own knowlcdge: sre tree snd thet o5l staternersts made on mftotion snd babsef are belioved 10 be
true, and Axther that these sintements wee made with the knowinige tet wifol filse stlaments sod the ke so mede o pumsheble by fins o
impresonment, or both, under secuan 1001 of Title 18 of tho Ussied Stateg Code, and that such wilfl Silee siviements may jeopertor the validity of the
spplication, say patent esuing thereon, or sy patent %0 wirich this verrfied stetermest is direcind

JaNy . ——————
NAME OF INVENTOR NAME OF INVENTOR NAME OF INVENTOR
N
: LI .J
Sigure Sigmewe of loversy Sigaaturs of Toventor
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2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

Radicacién no 01-18971
Concepto Técnico no 1800 Clasificacidn Intemacional de Patentes AS1K 31/337

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de fa Decisién 488 %6 determiné que
esta solicitud de Patente de Invencién:

Si[¥] NO[] Contiensun resumen de la Invencién (A.28-6).

SI[¥] NO[] Contiens ! titulo 0 nombre de la invencion (An27-d).

SI[¥] NO[] Contiene la descripcidn de la Invencion (Art26-b).

SIf¥Y] NOf ] (NA?QAPUGABLE[ ] Contiene los dibujos necesarios para comprander la invencidn

SI[¥] NO[] Contiensuna o més reivindicaciones. (Ar.28-c).

SI{] NO[] NOESAPLCABLE[¥] Han sido desamollados los productos y/o procedimientos a partir
de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de ios Paises
Miembros es pals de origen. (Art. 26- h).

SIf] NO[] NO ES APLICABLE [¥]Los productos y/o procedimlenios han sido obtenidos o
desarollados a partir de los conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, o locales de los paises mismbros, de acuerdo a lo establecido en la
Decisién 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentss.(Ait.264).

SI[ ] NO[¥] Lainvencién s refiere a un producto relativo a un material bioldgico. (A.26).
SI[¥] NO[] Laproridad coincide con la materia reivindicada.
SI[¥] NO[] CUMPLELOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI[ ] NO [¥] ver hoja(s) anexa(s)

EXAMINADOR TECNICO
202050

Bogotd D.C., DICIMBRE 12 DEL 2002
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Folio-148"
Bogotd DC

Doctor(a)
DILIA MARIA RODRIGUEZ
Apoderado(a)

REFERENCIA: Radicacién No. 01-18971

Tramite
Evento 001
Actuacién 416
Oficlo No. 2324
Follos 001

Tenlendo en cuenta que la solicitud de privileglo de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencla, reline los requisiios de forma establecidos en
articulos 26 y 27 de la Decisién 486 de la Comision de la Comunidad Andina, y en
demas disposiciones vigentes sobre la materia, 88

Oficina de Comunicaclones para efecto de su publicaciin en la Gaceta de Propledad
Industrial, conforme lo establece el articulo 40 de la misma Decislén.

m Bogota DC, a los

en a

- ' 17 1, aam
ALIX CARM ESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Di de Nuevas Creaciones



