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RESUMEN CON El.. OIIJE'I‘O YLA FINAI..IDAD DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a nuevos aerotricinos

representados por la férmula (I),

Oapy-NH,

e

AN

nl
en donde R', R? y R® son como se ha definido en la rei-

()

vindicacién 1; y las sales farmacéuticamente aceptables de

= los mIsnios. - = ———— ——— —

La presente invencldén se refiere también a una compo-

Certificado de E sicidén farmacéutica que contiene un aerotricino de férmula

El documento de 1 (I) y una carga farmacduticamente aceptable. Adenmis, la 236
Recibodelatas; presente invencién se refiere al empleo de dichos aerotri-
Recibodelatas cinos para la preparacién de medicamentos, asi como a los

Si se reivindica! procedimientos para la preparacidn de los aerotricinos de

Copia dela prim f6rmula (I).

Traduccién oficial

Si se reivindica prioridad Unionista:

Copia certificada de la primera solicitud:

Nota: Debe presentarse dentro de los cuatro (4) meses, contados a partir de 1a fecha de radicacién de la solicitud posteriog

OX OXRXO

[

Traduccién Simple No. 5.794 de fecha 09-12-00 de Maria Luisa Brigard de Restrepo E

Capitulo descriptivo E
Dibujos, planos necesarios E
Capitulo reivindicatorio X

Tarjeta archivo propietarios segin formato
Tarjeta archivo temitico segin formato

Extracto para publicacién segin formato
Arte final 12 x 12 cms. y 6x6 cms

Otros Documentos

Nota: Anexo informacidn sobre la fuente normativa de reciprocidad y peticién Reconocimiento Personeria
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Atentamente manifiesto a usted que la fuente normativa de la reciprocidad de la cual se deriva el
derecho del solicitants para relvindicar prioridad en el presents caso, se encuentra;

a)

b)

c)

d)

En el Articulo 2 del Tratado de Amistad y Comercio suecrito el 14 de Marzo de
1908 enire Suiza y Colombla, que establece la "Clausula de la Naclén mas
favorecida®.

Suiza, que constlituye uno de los paises signatarios de la Convencién Europea de
Patentes vigente desde &l 7 de octubre de 1977, convencién en virtud de la cual se
expiden las Patentes Europeas, es uno de los palses respecto de los cuales se ha
solictado Ila comrespondients patente (Soiicitud No. 00100807.7), tal como se
desprende del texto de la solicliud en relacién con la cual reclamo prioridad.

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de Propledad Intelectual
relaclonados con el Comerclo, dal Acuerdo por ol cual se estsblece la
“Organizacién Mundial de Comerclo (OMC)" suscrito en Marruecos al 15 de abril de
1904, Este acuerdo fue aprobado por el Congreso de Colombla mediante Ley 170
de 1894 y por la Corte Constitucional Colomblana mediante Sentencla C-137-95 de
28 de marzo de 1895, y entré en vigencla en nuestro pals el 30 de abril de 1895, 30
dias despuds de su ratificacion.

Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las partes I, lll y IV del Acuerdo
(referidos & la existencla, alcance y ejercicio de los derechos de propiedad
intelectual, entre ofros) los Miembros cumpliran los articulos 1 a 12 y el Articulo 19
del Convenio de Paris —el Articulo que establece la prioridad de las patentes de
invencién es el Articulo 4.

En el Articulo 4 del mencionado Anexo 1C, Aspectos de ios Derechos de Propledad
Intelectual relacionados con el Comercio, del Acuerdo por el que se establece la
Orgenizacién Mundial de Comercio {OMC), el cual consagra el "Trato de la naclén
mds favorecida® pam los palses Miembros del mismo.

£n el Articulo 4 del Convenlo de Paris, del cual ya era parte Colombla en el momento
an que se presento la solicltud cuya prioridad ahora relvindico, con io cual se cumple la
reciprocidad exigida en el Articulo 9 de |a Decision 488 del Acuerdo de Cartagena para
con soliclitudes provenientas del Pals Mlembro del Acuerdo de Cartagena.



El documento que acredita la calidad REPRESENTANTES LEGALES
en Bogot4d de los doctores JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO
LLOREDA CAMACHO y/o JOSE ANTONIO LLOREDA para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra
protocolizado ante epa Divieién bajo el No. 15.256. En
consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada
unc de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fin de que cualéuiera de ellos pueda
intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en &l

contenida.

CODIGO 231
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La presente invencién se refiere a nuevos aerotricinos

representados per la fé4rmula (I),

Presse frm_":" ,
ii’*ﬁhjrbrww

en donde R', R? y R® son como se ha definido en la rei-
vindicacién 1; y las sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos.

La presente invencién se refiere también a una compo-
sicidén farmacéutica que contiene un aerotricino de férmula
(I) y una carga farmacéuticamente aceptablé. Ademés, la
presente invencién se refiere al empleo de dichos aerotri-
cinos para la preparaciédn de medicamentos, asi como a los
procedimientos para la preparaciédn de los aerotricinos de

férmula (I).
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La presente invenciodn se refiere a nuevos compuestos
ciclicos que tienen una actividad antifingica (de aqui en
adelante llamados aerotricinos), al empleo de los aerotri-
cinos en la terapia médica, a composiciones farmacéuticas
que contienen aerotricinos, asi como a procedimientos para
la preparacidén de aerotricinos. .

Habitualmente se emplean ampliamente agentes antifin-
gicos del grupo de los 5!61es para el tratam%ento de las
micosis sistémicas. Sin Qg;%go, el empleo profilactico a
largo plazo de antifiingicos azoles da como resultado la
aparicién de Candida spp. resistentes al azol, debido a su
accidén fungiestdtica. Por lo tanto, los agentes fungicidas
son particularmente importantes para el tratamiento de las
micosis sistémicas graves, especialmente contra la aspergi-
losis pulmonar. Ademas, los agentes antifingicos disponi-
bles corrientemente, no son efectivos contra los Scedospo-
rium spp. los cuales son unc de los patégenos emergentes
entre los pacientes inmunocomprometidos. La anfotericina B
es un agente fungicida altamente efectivo empleado corrien-
temente clinicamente, pero su indice terapéutico (dosis
efectiva frente a dosis téxica) es mas bien pequeflo. Cier-
tos compuestos clclicos tales como el LY303366 (EP 736
541), y el WF11l243 (EP 584 360) son conocidos por presentar
actividad fungicida mediante la inhibicidén de la fB-1, 3-
glucan sintasa. Sin embargo, tienen todavia algqunos incon-
venientes en cuanto al espectro antifdngico y/o el perfil
de seguridad. Por este motivo, es necesario urgentemente el

desarrollo de nuevos agentes fungicidas con mejor perfil de
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sequridad y eficacia contra patbégenos sistémicos importan-
tes incluyendo el Aspergillus fumigatus y Scedosporium spp.
En particular, la presente invencién se refiere a nue-

vos aerotricinos representados por la férmula (I),

en donde

R! es N-(3-aminopropil)-N-[ (2S5)-2,5-diaminovaleril]
amino, N-(3-aminopropil)-N-[-5-amino-2-[N,N-bis(2-amino-~-
etil)amino]valeril]amino, N-{(3-aminopropil)-N-[-5-amino-2-
[N~ (3-aminopropil)amino]valeril]amino, N-{2-aminoetil)-N-
[-5-amino-2-[N,N-bis (2-aminoetil)amino]valeril}amino u or-
nitil-ornitilamino;

R? es hidrégeno o metilo;

R? es hidrégeno o hidroxilo:;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencién se refiere también a una compo-
siciétn farmacéutica que contiene un aerotricino de fé4rmula
(I) y una carga farmacéuticamente aceptable. Ademas, la
presente invencién se refiere al empleoc de dichos aerotri-
cinos para la preparacién de medicamentos, asi como a pro-
cedimientos para la preparacién de los aerotricinos de fér-

mula (I). Adicionalmente, la presente invencién se refiere
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a un método para el tratamiento profilactice y/o terapéuti-
co de enfermedades infecciosas causadas por microorganismos
patogénicos.

En una versién preferida, la presente invencién se re-
fiere a los aerotricinos de férmula (I) en donde R! es N-
(3-aminopropil)-N-[(2S)~2, 5-diaminovaleril]amino, N-{3-ami-
nopropil)-N-[ (2S)-5-amino-2-[N,N-bis (2-aminocetil)amino] va-
leril]lamino, N-{3~aminopropil)-N-((2R)-5-amino-2-[N,N-bis
(2-aminoetil)amine)valeril)amino, N-(3-aminopropil)-N-
[{2S) -5-amino-2- [N- (3~-aminopropil)amino]lvaleril]amino, N-
(2-aminocetil)-N-[{2S)-5-amino-2-[N,N-bis (2-amincetil)amino}
valerillamino, ¢ (L)-ornitil-(D)-ornitilamino; R? es hidré-
geno o metilo, de preferencia hidrégeno; R® es hidrégeno o
hidroxilo, de preferencia hidrégeno; y sales farmacéutica-
mente aceptables de los mismos.

En otra version preferida, la presente invencién se
refiere a un compuesto de férmula (I), en donde R! es N-(3-
aminopropil)-N-{[ (2S)-2, 5-diaminovaleril]amino, y R? y R® son

Atomos de hidrdgeno; a saber, de la fé6rmula (IIIa)

k*’:rqr{’\g-u(r"’ "”'
Pt O

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
En otra versién preferida, la presente invencién se

refiere a un compuesto de férmula (I} en donde R! es (L)-



ornitil-(D)-ornitilamino, y R? y R® son &tomos de hidrégeno;

a saber, de la f6Srmula (IVa)

B

10

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
En otra versiédn preferida, la presente invencién se
refiere a un compuesto de férmula (I) en donde R! es N-(3-
aminopropil)-N-[(2S)-5-amino-2-[N,N-bis (2-aminoetil)}ami-~
"15 nolvalerillamino, y R’ y R® son Atomos de hidrégeno; a sa-

%&Z ’Tu(f k’"j;f""'
Fior LS

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

9 20

25 En otra versién preferida, la presente invencién se
refiere a un compuesto de férmula (I), en donde R! es N-(3-
aminopropil) -N~[ (2R) -5-amino-2~[N,N-bis (2-aminoetil)amino]

valeril)amino, y R?® y R’ son &tomos de hidrégeno; a saber,
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de la férmula (VIa)

Nﬂ

m’q’(lr«gu’\ru k’";(:ﬁ
E& &O\_&”ﬁ::o\

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

(VIa)

En otra versién preferida, la presente invencidn se
refiere a un compuesto de férmula (I), en donde R! es N-(3-
aminopropil) -N-[2S) -5-amino-2-[N- (3-aminopropil})amino] va-
leril]amino, y R? y R® son 4tomos de hidro6geno; a saber, de

la férmula (VIIa)

B& %&T m»«-

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

(VIla)

En otra versidén preferida, la presente invencién se
refiere a un compuesto de férmula (I), en donde R! es N-(2-
aminoetil)~N-[ (2S)-5-amino-2-[N,N-bis (2~-aminoetil)amino]va-
leril]amino, y R? y R® son &tomos de hidrégeno; a saber, de

la férmula (VIIIa)

10
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10 y las sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

Los aerotricinos de acuerdo con la presente invenciédn

son aerotricinos ejemplificados en la siquiente tabla 1.

H
HO io HO,,
15 N 0
HN N 7 \,,—NJ;
-u o H H
HO' o) ):\/‘n

("

OH
20 R
Tabla 1
Nombre del R} R? 3
compuesto i e
Aerotricino 1 |NH2 3 (H
(material de partida)
Aerotricino 2 NH2 H OH
25 (material de partida
Aerotricino 3 | NH; H H
(material de
. _NCO-CH(NHJ-{CHNH, H H
Aerotricino 132
{CH,),NH,

e
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w*
-NCO-CH({C N
Aerotricino 133 HoO (rCHalNK, H H
NHCOCH(CHy);NH,

NH,
Aerotricino 134 Ncofﬁ-tcm.m. H H

NI(CH,),NH,,
CHy)NH,

Aerotricino 135 -Nco-fH-(crg,NH, H H
N[(CH,),NH,1,

CH,),NH,

Aerotricino 136 -NCO-T.I:I-(CH,),NH, H H

NH(GH,),NH,
CHy)NH,

Aerotricino 137 -NCO-CH-{CH,),NH, H H

|
NI(CH,);NH,],
CH),NH,

* configuracion (R) ** configuracion (S)

Los aerotricinos representados por la fé4rmula (I) pue-
den obtenerse a partir de los aerotricinos 1, 2 6 3 de
acuerdo con los métodos descritos en el esquema 1 y 2, en
donde el grupo protector amino P, y P; pueden seleccionarse
del terc-butoxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz),
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y similares; R? y R® son co-
mo se ha definido més arriba.

Procedimiento A

Los compuestos de partida, los aerotricinos de férmula

{ITI), pueden obtenerse cultivando un microorganismo que

pertenece a Deuteromycotina, capaz de producir los aerotri-

T2
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15

cinos 1, 2 y 3 [el aerotricino 3 (= WF11243) esta descrito
en la referencia del ejemplo 1] en condicicnes aerdbicas en
un medio acuoso o sbdlido y aislando los aerotricinos 1,2

y/o 3 del cultivo.

b ff; o

HO‘ (")
OH
Rl
(en donde R? es hidrégeno o metilo; R® es hidrégeno o
hidroxilo]
Los compuestos de férmula II pueden convertirse en
compuestos de férmula I mediante los siguientes procedi-

mientos B 6 C:

13
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Proceso B
N HO,
N NN C
HO l\r"o R Eh HHN N,
O 0
_&K&Q‘J a) N- alQuilac:Lon con
HO
obj@ "b Ho.
Aerotricino 1, 2 6 3 rdctormaam ) o
OHC™ “NHP, N "-—
HO o o) OH H

&Hﬁb
A
S /

&%ﬁiz:; .

IRE: dmes,m,ccte"clm (Py y P
2)4 ion de m‘k'(ﬂ"-flzm)

(ver esquema 1 (continuacion)

rb .
o 'Y‘o (:f: ]{-N'\—N MH:

SH SH & HHN
NHl

H (Pl 4 Pz son grupos de
RE_K H
-& -& 2 proteccion de radicales
HO tec
(m R’ | amino
Esquema 1



Carpuesto (X)
(Ver esquema 1)

11 . -.

\ desproteccidn TPl)

Oy NH,

IB HO,,
:{rj]:n"gfj i N °

HO' o© 0 OH O HHN
Oq-NH J:c;/‘ L NH, HPy
PRt
N N
HO HO R
H an
(x1) . e
)cﬂx:_:tm:ncn 1P N
Feircin @&l o (R= (CH,),CN]
, alguilacion redo-
.o,
2)" Gegroteccion (B,), HO" o° LR OHHN
' seguida de la mi-h— O NH
F(@L,), OV Hs
HO
\
Vi)
Hogofff "y M
HN SN o N~

ONH

(V.Vi):n=3
(Vill:n=2

H
By 31 -
HO j\lckoHo ‘?\:::j (Ply P &n gruxs de proteccion de

radicales amino)

Esquema 1 (continuacién)
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procedimiento €

e

HO' OH oH

ONH

: ﬁ%&i}ﬁj:g \ﬁm
w1, 26 ’ﬁ”i

NN
HO'™N'0° ©OH OH HP
O NH H 1
H

NHP,
S ‘1

/mm“wjf"’
&KLQ;EH:::)

(xm) 1) HD

: e

OHo

2) desprotecc:.m (P )

Oy NH,
*bﬂ "

NN~
Ho" o OH OoH O H HN NH,
0 NH |.|

(PlyP song:uposdeproteccmnderad_c..lea ()
«mino)

Esquema 2
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Los procedimientos A a C pueden ilustrarse con mas de-

talle como sigque:

Procedimiento A

El microorganismo empleado en la presente invencién
puede ser cualquier cepa incluyende los mutantes y varian-
tes pertenecientes a los Deuteromycotina capaces de produ-
cir los aerotricinos 1, 2 y 3. Es especialmente preferida
la cepa NR 7379 la cual se aisla de las hojas caidas reco-
gidas en Kagoshima pref. en Japén, identificada como una
cepa perteneciente a los Deuteromycotina.

El cultivo y las caracteristicas morfolbégicas de la
cepa NR 7379 son como sigue:

1. Caracteristicas del cultivo

Agar de harina de maiz (CMA): El crecimiento no fue
muy extenso: Las colonias alcanzaron 11 mm de didmetro a
partir del inéculo (taco de agar de 4,5 mm de diametro)
después de 14 dias a 25°C. Eran planas y de color amarillo
crema palido. La cara opuesta era de color amarillo crema
palido. Estaban presentes exudados incoloros y mucilagino-
50S.

Medio de Miura (LCA): El crecimiento no fue muy exten-
so. Las colonias alcanzaron 11 mm de diametro a partir del
inoculo después de:14 dias a 25°C. Eran planas y de color
amarillo crema palido. La cara opuesta era de color amari-
llo crema palido. No habian exudados presentes.

Agar de extracto de malta (MEA): El crecimiento no
fue muy extenso. Las colonias eran pustuliformes y alcanza-

ron un didmetro de 18 mm a partir del indculo después de 14

T
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dias a 25°C. El color de las colonias era pardo amarillento
claro. La cara opuesta era del mismo color. Los exudados
eran incoloros y mucilaginosos.

Agar de patata-dextrosa (PDA): El crecimiento no fue
muy extenso. Las colonias eran pustuliformes y alcanzaron
14 mm de didmetro a partir del inéculo después de 14 dias a
25°C. El color y la textura de las colonias era similar a
los de MEA. Los exudados eran incoloros y mucilaginosos.

Se observd una germinacién entre 5°C y 30°C con CMA,
LCA, MEA y PDA.

2. Caracteristicas morfolégicas

Los micelios estaban parcialmenté sumergidos, en parte
en la superficie, ramificados, formando tabiques y de color
pardo a color amarillo crema. Los conidioforos se formaron
a partir del micelio sumergido. Eran hialinos, en forma de
tabiques, ramificados, irregulares. Habian células conidio-
genas sobre evidentes conidioforos o hifas irregulares.
Eran enterobldsticos, fialidicos, terminales o subtermina-
les. Las fialidas terminales o subterminales eran de longi-
tud y forma variables. Eran desde cilindricas hasta planas
y su longitud y ancho eran desde 5,5 hasta 10 yum y 2,5 a
5,5 pym, respectivamente. A menudo se formaron conidioforos
filiformes irregulares con células conidiogenas laterales
inmediatamente debajo de tabiques. Los conidios eran mono-
celulares, hialinos, lisos, globosos a subglobosos, de 2,0
a 5,5 pm de longitud y 2,0 a 5,0 um de ancho.

Sobre la base de estas inconfundibles caracteristicas

de cultivo y morfologicas, la presente cepa pertenecia a la
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Deuteromycotina designada como Deuteromicotina NR 73789.

La cepa indicada como Deuteromicotina NR 7379 ha sido

depositada en el National Institute of Bioscience and Hu-
man-Technology ("Instituto Nacional de Biociencia y Tecno-
logia Humana") Agency of Industrial Science and Technology
("Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial"), Japén, con
el nombre de ﬁippon Roche K.K., de 6-1, Shiba 2-chome, Mi-
nato-ku Tockio, 105 Japdn, el 16 de Junio de 1998 bajo el
tratado de Budapest, como sigue:

Deuteromicotina NR 7379 (FERM BP-63%81).

El cultivo de acuerdo con el procedimiento descrito
por la presente invencidén, puede efectuarse en un medic de
cultivo que contiene los nutrientes habitualmente empleados
en el cultivo de microorganismos. Como fuentes de carbono
pueden mencionarse por ejemplo, la glucosa, sacarosa, almi-
dén, glicerina, melazas, dextrina y mezclas de los mismos.
Fuentes de nitrégeno son, por ejemplo, harina de soja, ha-
rina de semilla de algodén, extracto de carne, peptona, le-
vadura anhidra, extracto de levadura, extracto de germen de
maiz, sulfato de amonio, nitrato de sodio y mezclas de los
mismos. Ademas, puede afiadirse al medio de cultivo otras
substancias organicas o inorginicas para promover el creci-
miento de los microorganismos y para el aumento de produc-
cién del aerotricino I. Ejemplos de dichas substancias son
las sales inorganicas tales como carbonato de calcio, clo-
ruro de sodio, fosfatos y similares.

El cultivo se efectla en condiciones aerébicas de pre-

ferencia en un medio liquido mediante fermentacién sumergi-

1
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da, 0 en un medioc sb6lido mediante fermentacién estéatica.
Una temperatura de 20°C a 30°C con una temperatura 6ptima
de 27°C, es adecuada para el cultivo. El cultivo se efectuia
de preferencia a un pH de 3 a 9. El tiempo de cultivo de-
pende de las condiciones bajo las cuales se efectia el cul-
tivo. En general, es suficiente efectuar el cultivo de 20 a
360 horas.

Para recoger los deseados aerotricinos 1, 2 y 3, a
partir de los cultivos, pueden emplearse correctamente los
métodos de aislamiento gque se emplean habitualmente para
aislar los metabolitos obtenidos por microbios a partir de
sus cultivos. Por ejemplo, el aerotricino 1, el cual es una
substancia anfétera extraible con metanol, se recupera ven-
tajosamente mediante los siguientes procedimientos.

El cultivo sélido completo obtenido mediante fermenta-
cidén al estado sélido, se extrae con un disolvente apropia-
do para recuperar el producto propuesto. Los disolventes
que pueden emplearse para extraer el compuesto en cuestién
a partir del sélido total cultivado incluyen disolventes
organicos solubles en agua ¢ una solucién hidrica de disol-
ventes organicos solubles en agua, tales como el metanol,
etanol y alcoholes hidricos.

Para la separacién de las sales, substancias solubles
en agua, etc. a partir de los extractos resultantes se uti-
liza con ventaja, el reparto entre agua y disclventes orga-
nicos no miscibles en agua, tales como el n-butanol, aceta-
to de etilo, etc. Para la separacién de substancias colo-

rantes, substancia socluble en grasas o similares a partir
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del extracto, se utiliza con ventaja la purificacién me-
diante el metanol, etanol, una mezcla de acetonitrilo -
dcido trifluoroacético acuoso al 0,1%, etc.

Para la completa purificaciétn del aerotricino, es ven-
tajoso el empleo he la cromatografia de columna. Las cargas
que pueden emplearse en dicha cromatografia de columna son
tales como YMC-GEL ODS (Yamamura Chemical Laboratories, Ja-
pan) 6 Preparative Cl18 (Waters Millipore Corporation). Como
eluyente, se emplea un sistema disolvente que consiste en
una mezcla de Acido trifluorocacético acuoso y disolventes
orgdnicos apropiados solubles en agua, tales como el meta-
nol, etanol, acetonitrilo, etc. La fraccién eluida asi pu-
rificada, la cual contiene cada componente, puede someterse
a concentraciéon o liofilizacién para pulverizar los aero-
tricinos 1, 2 y 3.

Los aerotricinos 1, 2 y 3 fueron aislados como sal del
dcido trifluvorocacético, pero los aercotricinos 1, 2 y 3 1li-
bres pueden prepararse mediante el siguiente procedimiento.
La sal de los aerotricinos 1, 2 y 3 con el acido trifluo-
roacético, se disolvidé en agua, a la cual se afiadidé un
equivalente de hidréxido de sodio, y la mezcla se sometid a
una cromatografia de columna con Sephadex LH-20, seguida de
una eluciédn con un alcohol hidrico tal como el metanol-
agua, etc. para obtener los aerotricinos 1, 2 y 3 {forma
libre), respectivamente.

Procedimiento B

El compuesto de férmula (III) puede prepararse a par-

tir de los aerotricinos de férmula (II) [en donde R' es un
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grupo amino; R?y R?® son como se ha definido mas arriba) en 4
pasos: (1) N-alquilacién con acrilonitrilo, (2) acilacién
con ornitina N-protegida, (3) eliminacién de los grupos de
proteccidén de los radicales amino (P, y P2), y (4) reduccién
del grupo c¢iano.

El compuesto de férmula (V, VI) puede prepararse a
partir de los aerotricinos de férmula (II) [en donde R® es

un grupo amino; R? y R? son como se ha definido m&s arribal]

'en 6 pasos: (1) N-algquilacién con acrilonitrilo, (2) acila-

cién con ornitina N-protegida, (3) eliminaciéndel radical
amino protegido (P;), (4) N-alquilacién reductora con ami-
no-acetaldehido N-protegido, (5) eliminacién del grupo de
proteccién del radical amino (P2), y {6) reducciédn del gru-
po clano.

El compuesto de férmula (VIII) puede prepararse a par-
tir de los aerotricinos de férmula (II) [en donde R! es un
grupo amino; Rf vy R? son como se ha definido mas arriba] en
6 pasos: (1) N-alquilacién reducteora con amino-acetaldehido
N-protegido, (2) acilacibén con ornitina N-protegida, (3)
eliminacidén del grupo de proteccién del radical amino (P},
(4) N-alquilacién reductora con amino-acetaldehido N-
protegido, (5) eliminacién del grupo protectordel radical
amino (P;), y (6) reduccién del grupo cilano.

El compuesto de férmula (VII) puede prepararse a par-
tir de los aerotricinos de férmula (II) [en donde R! es un
grupo amino; R? y R’ son como se ha definido ma&s arriba) en
6 pasos: (1) N-alquilacién con acrilonitrilo, (2) acilacién

con ornitina N-protegida, (3} eliminacién del grupo de pro-
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teccidn del radical amino (P,), (4) N-alquilacién con acri-
lonitrilo, (5) eliminacién del grupo de proteccién del ra-
dical amino (P2), y (6) reduccién del grupo ciano.

Procedimiento C

El compuesto de férmula (IV) puede prepararse a partir
de los aerotricinos de férmula (II) [en donde R! es un gru-
po amino; R?y R? son como se ha definido mas arriba] en 4
pasos: (1) acilaciédn con ornitina N-protegida, (2) elimina-
cién del grupo de protecciédn del radical amino (P1), (3)
acilacién con ornitina N-protegida, y (4) eliminacién del
grupo de proteccidédn del radical amino (P2).

En los procedimientos anteriores B y C;

(a) La N-monoalquilacién de un grupo amino puede ha-
cerse empleando el acrilonitrilo de acuerdo con el método
descrito en Organic Synthesis ("Sintesis Orgéanica") col.
vol. III, pagina 93.

(b) N-alquilacidn del radical amino primario o secun-
dario puede hacerse mediante la alqullacién reductora con-
vencional con aminoacetaldehido N-protegido empleando un
agente reductor tal como el cianoborohidruro de sodio en
presencia o ausencia de un édcido débil tal como el Acido
acético. La reacciédn puede efectuarse a temperatura ambien-
te en un disolvente tal como el metanol, etanol, &acido acé-
tico y similares.

(c) La reduccidn del grupo nitrilo puede llevarse a
cabo mediante hidrogenacién catalitica o reduccién con bo-
rohidruro de sodio/cloruro de cobalto, complejo bora-

no/sulfuro de metilo y similares [ver J. Meed. Chem., 37,



10

15

20

25

.5

20

222 (19%4)1.

(d) La N-acllacién de un grupo amino puede hacerse con
ornitina N-protegida empleando agentes de condensacién ta-
les como la diciclohexilcarbodiimida, BOP, HBTU, TNTU,
PyBroP™, PyBOP™, TBTU, TSTU, HOBt y similares, o la combi-
nacién de dos de ellos. La reacciédn puede efectuarse en un
disolvente tal como el metanol, etanol, piridina, N,N-dime-
tilformamida, N-metilpirrolidona y similares en presencia o
ausencia de una base tal como la trietilamina, di-isopro-
piletilamina, piridina y similares a una temperatura entre
-20°C y +50°C, de preferencia, entre 0°C y +25°C.

(e) La eliminacién del grupo protector del radical
amino puede hacerse mediante un método ya conocido por los
expertos en la especialidad, p. ej. tratamiento con Acido
trifluoroacético para el grupo Boc, o piperidina para el
grupo Fmoc.

La presente invencién se refiere también a las sales
de adicidén &cida de los aerotricinos. La sal de adicién
dcida puede obtenerse como sal del Acido trifluorcacético
después del cursc normal de la separacién. La sal asi obte-
nida puede disolverse en agua y pasada a través de una co-
lumna de intercambio aniénico que lleva el anién deseado.
El eluato que contiene la sal deseada puede ser concentrado
para recuperar la sal como un producto sélido.

Los aerotricinos de férmula {(I) pueden ser convertidos
en una sal correspondiente en virtud de la presencia de
atomos de nitrégenc terciarios.

La sal de adicién A&cida de los aerotricinos de férmula
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(I) pueden obtenerse por tratamiento de la base libre de
los aerotricinos con por lo menos una cantidad estequiomé-
trica de un &cido apropiado, tal como &cidos minerales, p.
ej. Acido clorhidrico, &cido bromhidrico, acido sulfirico,
dcido nitrico, Acido fosférico y similares, y acidos orgéa-
nicos, p. ej. &cide acético, &cido propidnico, Acido glicé-
lico, éacido piridvico, acido oxédlico, acido mdlico, &acido
malénico, acido succinico, &cido maleico, &cido fumarico,
dcido tartérico, &cido citrico, &cido benzoico, Acido ciné&-
mico, Acido mandélico, acido metansulfénico, acido etansul-
fénico, Acido p-toluensulfénico, acido salicilico y simila-
res. Tipicamente, la base libre se disuelvelén un disolven-
te organico inerte tal como el etanol, metanol y similares,
y el adcido se afade en un disclvente similar. La temperatu-
ra se mantiene alrededor de 40°C. La sal resultante preci-
pita espontdneamente o puede exﬁraerse de la solucién con
un disolvente menos polag.

Las sales de adicién acida de los aerotricinos de £fé6r-
mula (I) pueden convertirse en las correspondientes bases
libres por tratamiento con por lo mendﬁ una cantidad este-
guiométrica de una base adecuada tal como el hidréxido de
sodio o de potasio, carbonato de potasio, bicarbonato de
sodio, amoniaco y similares.

Los aerotricinos proporcionados por la presente inven-
cién presentan una amplia actividad fungicida contra varios
hongos y pueden ser empleados como agentes para el trata-
miento y profilaxis de enfermedades infecciosas fingicas.

La actividad antifungica in vitro e’in vivo (ver tablas
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2;3-1 y 3-2) asi como la toxicidad a los hepatocitos (ver
tabla 4) de los aerotricinos representativos de férmula ({I)

se comprueba como sigue:

1. Actividades antifingicas in vitro

Las actividades antifingicas in vitro de los aerotri-
cinos representativos, del presente estudio, se evalud de-
terminando la concentracidén inhibitoria del 80% (ICg), la
cual se calculd como la concentraciédn mas baja de un anti-
fingico para inhibir el crecimiento de hongos hasta un 20%
de turbidez comparada con el crecimiento del control exento
de farmaco, espectrofotométricamente.

Los valores de ICg Se determinaron mediante el proce-
dimiento de microdilucién del caldo, basado sobre el NCCLS
Approved Standard ("Estandar aprobado por la NCCLS) con las
siguientes pequeilas modificaciones ("Comité Nacional para
EstAdndares Clinicos de Laboratorio") (1997). Un método de
referencia para el ensayo de la susceptibilidad antifingica
por dilucién del caldo, para levaduras. Estandar aprobado.
Documento M27-A"}. Se empled el "Yeast Nitrogen Base" ("Ba-
se de nitrégenc para levaduras") (YNB; Difco Lab.) suple-
mentado con 1% de glucosa y 0,25% de K;HPO,, como medio de
ensayo para levaduras, y el mismo medio solidificado con
0,2% de agarosa de bajo punto de fusién (BRL), se empled
para los hongos filamentosos. El tamafio del inéculo fue de
1-3 x 10? células/ml, y la incubacién se efectué durante 1-

2 dias a 35°C.

7o
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Tabla 2: Actividad antifiingica in vitro, ICeso (pg/ml)
Candida albicans Aspergillus fumigatus  Scedosporium

CY1002 CF1003 apiospermum
CF1077
Aerotricino 132 0,28 2,9 0,38
Aerotricino 134 0,37 0,58 0,37
Aerotricino 135 0,41 0,37 0,35
Aerotricino 136 0,33 0,38 0,34

2. Eficacia antifingica in vitro

2-1: Candidiasis sistémica en ratones.

La eficacia antifiangica in vive de los aerotricinos de
la presente invenciédn contra la candidiasis sistémica, se
muestra en la siguiente tabla 3-1. Se emplearcn ratones de
una cepa de raté4n inmunocompetente convencional, Crj:CD-1
{(ICR), para modelos de una infeccién experimental de candi-
diasis sistémica. Se emplearon ratones Crj:CD-1 (ICR) de 4
semanas de edad, para la candidiasis sistémica mediante la
inyeccién de Candida albicans 5x10% conidios/ratén en la
vena caudal. Los compuestos de ensayo se administraron por
via intravenosa (i.v.), en una sola vez, inmediatamente
después de la infeccidén para la candidiasis sistémica. El
dia 7, se calcularon, para cada dosis, los valores del 50%
de la dosis efectiva (EDsp), 2 partir del nimero de supervi-
vientes.

Tabla 3-1: Actividad antiflingica in vivo, contra la
candidiasis sistémica en ratones,

EDso (mg/kg) el dia 7

Aerotricino 132 0,43

Aerotricino 133 0,35
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Rerotricino 135 0,35

2-2: Aspergillosis pulmonar en ratones

La eficacia antifingica in vivo de los aerotricinos de
la presente invencidén contra la aspergillosis pulmonar, se
muestra en la siguiente tabla 3-2. La aspergillosis pulmo-
nar en ratones fue creada en ratones macho ICR tratados con
cortisona (250 mg/kg, tratamiento subcutédneo en dos veces,
en los 3 dias antes y el mismo dia de la infeccién). Se in-
fectaron conidios de A. fumigatus (2,5 x 10%) intratra-
guealmente en estos ratones, y los tratamientos se efectua-
ron una vez diariamente durante 4 dias. La eficacia de cada
fdrmaco se determiné por el nimero de supervivientes, y se
calculd el 50% de la dosis efectiva (EDsp) a partir del nu-
mero de supervivientes en cada dosis a los 14 dias.

Tabla 3-2: Actividad antifiingica in vivo contra la as-
pergillosis pulmonar en ratones,

EDso (mg/kg) el dia 14

Aercotricino 132 5,2
Aerotricino 134 5,8
Aerotricino 137 5,2
Rerotricino 3 > 15

J. Ensayo de hepatotoxicidad in vitro

Se aislaron hepatocitos de raté4n mediante digestién
con colagenasa y se cultivaron en placas de microtitula-
cién. Las monocapas de hepatocitos se expusieron al ensayo
con aerotricinos en el sistema de cultivo durante 1 dia.
Después del periodo de cultivo, los hepatocitos fueron ob-

servados con un microscopio y evaluados morfolégicamente.
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El grado de alteracldn morfoldgica (degeneracibén) de los
hepatocitos en el ensayo de aerotricinos se compardé con
WF11243 y LY303366.

Tabla 4: Citotoxicidad para los hepatocitos (ug/ml)

5 Aerotricino 132 > 100
Aerotricino 134 > 100
Aerotricino 135 > 100
WF11243 100

{= Aerotricino 3}

10 LY303366 10

@

5 mg/kg y 30 mg/kg de administracién de aerotricino
132 (una vez al dia: i.v.) a ratones durante 2 semanas no
mostraron ninguna toxicidad grave.

Por lo tanto, los nuevos aerotricinos de fdérmula (I)

15 asi como las sales farmacéuticamente aceptables de los mis-

mos tienen una potente actividad antifdingica contra varias
infecciones fingicas, incluyendo la aspergillosis, en rato-
nes en un amplio margen de dosificaciones y sén itiles como
agentes antifungicos. Ademds, los aerotricinos proporciona-

20 dos por esta invencién son mucho menos citotdéxicos para los

@

hepatocitos que los conocidos derivados peptidicos ciclicos

(WF11243 y LY303366).

Los aerotricinos de la presente invencidédn pueden
también ser Gtiles para la inhibicién o alivio de las in-
25 fecciones por Pneumocistis carinii en pacientes inmuno-

comprometidos.

La presente invenci6étn se refiere ademias a las

composiciones farmacéuticas que contienen los nuevos aero-
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tricinos de férmula (I) asi como sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

Los nuevos aerotricinos de férmula (I) asi como sus
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos son agen-
tes activos altamente fungicidas. Son activos contra una
gran variedad de especies fingicas incluyendo Candida spp..
Aspergillus spp., Scedosporium ssp., Mucor ssp., Yy Absidia
sSpp. .

Asi, los aerotricinos de la presente invencién son
Otiles para tratamiento tépico y sistémico de micosis en
animales asi como en humanos: Por ejemplo, son de utilidad
en el tratamiento tépico y muébsico de infecciones fungicas
causadas por Candida spp., Trichophyton spp., y Microsporum
spp.. Pueden emplearse también en el tratamiento de infec-
ciones fingicas sistémicas causadas por ejemplo, por Candi-
da ssp., Aspergillus spp., ¢ Scedosporium spp..

Para el empleo clinico, los nuevos aerotricinos de
férmula (I) asi como las sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos pueden ser administrados solos, aunque gene-
ralmente serén administrados en una mezcla farmacéutica
formulada como apropiada para el uso particular y propésito
deseado, mezclando el excipiente, agente aglomerante, lu-
bricante, agente desintegrante, material de recubrimiento,
emulsionante, agente para la suspensién, ﬁisolvente, esta-
bilizante, potenciador de la absorcidén y/o base para un-
gilentos. La mezcla puede emplearse para administracién
oral, inyectable, nasal, rectal o topica.

Las formulaciones farmacéuticas de los aerotrici-



@

10

15

25

27

nos para administracién oral, pueden ser granulos, compri-
mido, comprimido con recubrimiento de azlcar, capsula, pil-
dora, suspensién o emulsién. Para la inyeccién parenteral,
por ejemplo, intravenosa, intramuscular o subcutanea, los
aerotricinos de féormula (I) pueden emplearse en forma de
una solucidén acuosa estéril la cual puede contener otras
substancias, por ejemplo, sales o glucosa para hacer la so-
lucidén isotdbnica. Estas composiciones pueden ser presenta-
das también en una forma de dosificacidn unitaria en ampo-
llas o en envases multidosis, de preferencia con conservan-
tes afadidos. Alternativamente, los ingredientes activos
pueden ser en forma de polvo para ser reconstituidos con un
vehiculo adecuado antes de la administracidén. Los aerotri-
cinos pueden ser administrados también en forma de un supo-
sitorio o pesario, o pueden ser aplicados tédpicamente en
forma de una locién, solucién, crema, ungliento o polvo fi-
no.

El nivel de dosificacidén diario de los aerotricinos de
fébrmula (I) es de 0,1 a 50 mg/kg (en dosis divididas) cuan-
do son administrados tanto por una ruta oral como por una
ruta parenteral. Asi, los comprimidos y cdpsulas de aero-
tricinos pueden contener apropiadamente de 5 a 0,5 g de
compuesto activo para la administracién de uno solo, o dos
O mas a la vez. En cualquier caso, la dosificacién real
puede determinarse por el médico y puede variarse segun la
edad, peso y respuesta del paciente particular.

Cuando los aerotricinos son para empleo antifidngico,

puede emplearse cualquier método de administraciédn. Para el

3]
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tratamiento de infecciones micéticas, se emplea habitual-
mente la administracién oral o intravenosa.

Cuando los aerotricinos son para emplear para el con-
trol de infecciones pneumocisticas, es deseable tratar di-
rectamente el pulmébdn y los brongquios. Por esta razdn, se
prefieren los métodos de inhalacién. Para la administracién
mediante inhalaciones o por via nasal, los aerotricinos de
la presente invencidén se suministran convenientemente en
forma de una presentacidén de spray aerosol a partir de re-
cipientes presurizados o nebulizadores. El sistema de sumi-
nistro preferido para la inhalaciétn o via nasal es un aero-
sol para inhalacién de dosis medida, la cual puede formu-
larse como un polvo, suspensién o solucidédn de un compuesto
de férmula (I) en propelentes adecuados tales como los
fluorocarbonos o hidrocarburos.

Aungque los aerotricinos de la presente invencién pue-
den ser empleados como comprimidos, cépsulas, composiciones
topicas, polvos para insuflacibén, supositorios y similares,
la solubilidad de los aerotricinos de la presente invencién
en el agua y medios acuosos los convierten en adaptables
para el empleo en formulaciones inyectables y también en
composiciones liquidas adecuadas para sprays de aerosol.

Los siguientes ejemplos ilustran los métodos preferi-
dos para la preparacidn de los aerotricinos de la presente
invencidén, los cuales no se pretende que limiten el Ambito
de la invencidén a los mismos.

En los siguientes ejemplos, los productos se analiza-

ron y purificaron mediante HPLC empleando una columna de

32
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fase invertida seleccionada de las que figuran en la rela-
cién de mas adelante. El disolvente mezclado consistié® en
acido trifluoroacético 0,05% - aqua: adcido trifluoroacético
0,05% - acetonitrilo, con la proporcién adecuada descrita
en cada ejemplo de trabajo.

Columnas de HPLC:

Columna A: CAPCELL PAK C18, UG-120, 4,6 x 250 mm
Columna B: CAPCELL PAK Cl1l8, UG-120, 10 x 250 mm
Columna C: CAPCELL PAK Cl18, UG-80, 20 x 250 mm
Columna D: CAPCELL PAK C18, SG-120, 4,6 x 250 mm
Columna E: CAPCELL PAK Cl18, S5G-120, 10 x 250 mm
Columna F: TSK GEL ODS-80Ts, 20 x 250 mm

En los siguientes ejemplos de trabajo, los aerotrici-
nos se obtuvieron como sales de dcido tricloroacético, a no
ser que se indique otra cosa.

Ejemplc de referencia 1

Preparacién de los aerotricinos 1, 2 y 3

a) Fermentacidn sbélida

Una porcidén de 0,1 ml del cultivo congelado de Deute-
romycotina NR 7379 (FERM BP-6391) en 10% (v/v) de solucién
de glicerina se descongeld e inoculd en un matraz Erlenme-
ver ce 500 ml que conrtenia 100 ml de un medio consistente
en glucosa 2%, almidén de patata 1%, glicerina 1,5%, Toast
soya 1% (Nissin Seiyu), 0,35% de extracto de levadura
(Nippon Seiyaku), 0,25% de Polypepton (Nihon Seiyaku), 0, 3%
de NaCl, 0,5% de CaCQO;, 0,005% de 2ZnS0Q,.7H,Q, 0,0005% de
CuSO;.5H20, y 0,0005% de MnS0,.4H;0. E1l pH del medio no se

ajustdé. El cultivo sembrade se incubd en un agitador rota-
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tivo a 27°C durante 7 dias a 220 rpm. 2 ml de cultivo sem-
brado se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 3 litros que
contenia un medio sélido consistente en 200 g de cebada
prensada, 0,12 g de extracto de levadura (Difco), 0,06 g de
tartrato de sodio, 0,06 g de KHa2PO, y 120 ml de agua. La
fermentacidén se efectud a 27°C en condicién estdtica. La
produccién alcanzé un maximo a alrededor de las 240 horas
de fermentacidn y el cultivo se sometidé al procedimiento de
aislamiento de los aerotricinos 1, 2 y 3.

Al sb6lido cultivado (10 kg) obtenido, se le anadid me-
tanol (40 litros) y-la mezcla se agitd eliminandose a con-
tinuacidén por filtracidn para obtener el extracto de meta-
nol (39 litros). El extracto de metanol asi obtenido se
concentrd hasta sequedad a presién reducida, y el residuo
(64,8 g) se afadidé a acetato de etilo (1 litro) y agua (1
litro}. Y la mezcla se agité, sequido por la eliminaciédn de
la capa de acetato de etilo.

Ademas, la capa acucosa se lavé igqualmente con acetato
de etilo (1 litro) dos veces. La capa acucosa restante se
extrajo con n-butanol (1 litro) tres veces: Los extractos
asi obtenidos se combinaron y concentraron a sequedad a
presién reducida, y el residuo (28,5 g) se disolvid en una
mezcla (250 ml) de acetonitrilo - acido trifluoroacético
acuoso 0,1% (1:1). Después de eliminar los materiales inso-
lubles por centrifugacidén, la solucidédn asi obtenida se eva-
poré hasta sequedad a presién reducida y el residuo se afadié
a metancl (300 ml) y la mezcla ée agitd, sequido de la eli-

minacidén por filtracion para obtener la solucién en metanol
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(280 ml). Los materiales solubles en metanol (9,3 g) asi
obtenidos fueron sometidos a continuacién a una cromatogra-
fia de columna sobre silica gel de fase invertida C18 (1
litro). La columna se eluyd en etapas empleando una mezcla
de metanol - Acido trifluorcacético acuoso 0,1% (2:8, 4:6,
5:5, 6:4, 7:3, y 8:2). Los aerotricinos 1, 2 y 3 eluidos en
esta orden con metanol - acido trifluorocacético acuoso 0,1%
(7:3) se concentraron a sequedad al vacioc para obtener un
polvoe blanco de la sal del acido trifluoroacético del aero-
tricino 3 (731 mg) y la sal del acido trifluoroacético del
aerotricino 1 (747 mg), respectivamente. Las fracciones que
contenian el aerctricino 2 se concentraron a presién redu-
cida y a continuacién se purificaron por HPLC bajo las si-
guientes condiciones: columna: Capcall Pak C18 (d.i. 30 x
250 mm, Shiseido Co., LTD.); fase mévil: acetonitrilo -
dcido trifluorcacético acuoso 0,1% (45:55); velocidad de
flujo: 40 ml/minuto; deteccidén: UV 220 nm). Los eluatos
apropiados obtenidos en las condiciones antes mencionadas,
se concentraron a sequedad al vacio para obtener un polvo
blanco de la sal del acido trifluoroacético y el aerotrici-
no 2 (42 mq).

b) Fermentacidn en matraz

Una porcién de 2 ml del cultivo congelado del Deutero-
micotina NR 7379 (FERM BP-6391) en solucién al 10% (v/v)
con glicerina, se descongeld e inoculdé en un matraz Erlenme-
yer de 500 ml gque contenia 100 ml de un medio consistente en
1% de glucosa, 1% de harina de avena, 4% de pasta de tomate,

0,5% de extracto de germen de trigo (Ando kasei), 0,001% de
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FeS04.7H0, 0,001% de MnSO,.4H20, 0,0001% de CaCl:, 0,0002%
de ZnS0,.7H;0, 0,00002% de (NH,)6Mo00;.4H:0, y 0,00006% de
HisBO;. E1 pH del medio se ajustd a 6,8 antes de la esterili-
zaclén. El cultivo sembrado se incubd en un agitadér rota-
tivo a 27°C durante 3 dias a 220rpm. 2 ml del primer culti-
vo sembrado se transfirié a matraces Erlenmeyer de 500 ml
conteniendo 100 ml del mismoc medio y se incubaron en un
agitador rotativo en las mismas condiciones durante 3 dias.
2 ml del segqundo cultivo sembrado se inoculé en matraces
Erlenmeyer de 500 ml que contenian 100 ml de un medio con-
sistente en 8,5% de glicerina, 1% de pectina de citrus,
0,4% de polvo de cacahuete, 0,4% de caseina de leche exenta
de vitaminas, 0,4% de pasta de tomate, 0,4% de extracto de
germen de trigo (Ando kasei), 0,2% de glicina, y 0,2% de
KH2PO,. El pH del medio se ajustd a 7,0 antes de la esteri-
lizacidn. La fermentacidén se efectud a 27°C con agitacién a
220 rpm. Después de 10 dias de cultivo, la produccibébn al-
canz6 un maximo y todo el cultivo se sometid al procedi-
miento de aislamiento de los aerotricinos 1, 2 y 3.

c) Fermentacién en tinajas

Una porcidén de 2 ml de cultivo congelado de Deuteromy-
cotina NR 7379 (FERM BP-6391) en solucién al 10% de glice-
rina (v/v) se descongeld y se inoculdé en un matraz Erlenme-
yer de 500 ml que contenia 100 ml del mismo medio de siem-
bra como el descrito mas arriba. El matraz se sacudidé a 220
rpm durante 3 dias a 27°C. 2 ml del primer cultivo sembrado
se transfiri6é en matraces Erlenmeyer de 500 ml que conte-

nian 100 ml del mismo medio de siembra y se incubdé en un
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agitador rotativo en las mismas condiciones durante 3 dias.
Seiscientos ml del segundo cultivo de siembra se inocularon
en una tinaja de fermentacidén de 50 litros que contenia 30
litros del mismo medic de produccidén como se ha descrito
mas arriba y 0,4% de disfoam (Nissan Disfoam CA-123). La
fermentacidén se efectud a 27°C, con una aireacibdn de 30 li-
tros/minuto y una agitacién de 400 rpm. La producciédn al-
canzd un maximo alrededor de las 168 horas de fermentacién,
y todo el cultivo se sometié al procedimiento de aislamien-
to de los aerotricino 1, 2 y 3.

Aerotricino 1

1) Aspecto:
Sélido blanco

2) Peso molecular (método FAB-MS):
m/z 1547 (M+H)'

3) Foérmula molecular:
Ca2H11aN14023

4) Espectroscopia de masas de alta resolucién
(para M+H)":
Encontrado: 1547.8568
Calculado para CazH;1eMN14023: 1547.8572

9) Espectro UV (fig. 1): en metanol:
A(e)max (en MeOH): 22515 (10600 sh), 270+5 (2000),
27815 (2100}
A(e)max (en NaOH N/10-MeOH): 240%5 (7700), 268+5
(1800), 298+5 (1800)

6) Espectro IR (KBr) (fig. 2):

Los nimeros de onda (cm™) de la absorcién princi-
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pal son como sigue:

3379, 2927, 2855, 1740, 1660, 1535, 1453, 1203,
1139, 837

Espectro !H-RMN (fig. 3):

400 MHz, en CD,0OD

Espectro 3C-RMN (fig. 4):

100 MHz, en CD,OD

Solubilidad:

Soluble: agqua, metanol, sulfoxido de dimetilo
Reaccidn coloreada:

Positivo: ninhidrina, anisaldehido-acido sulfiri-
co, vapores de yodo, vainillina-4cido sulfidrico,
reactivo de Rydon-Smith, acido molibdofosférico
Negativo: reactivo de Sakaguchi, verde de bromo-
cresol, 2,4-dinitrofenilhidrazina-acido sulfirico

Cromatografia en capa fina (TLC):

Soporte Disolvente RE
Silicagel F254°! n-BuQH:acetona:AcOH:Hz0 0,74
(4:5:1:1)

MeOH:H20 (95:5) 0,12

"' E. Merck AG., Alemania

Cromatografia liguida de alta resclucién:
Soporte: Capcell Pak C18 gel S$120A, 4,6x250mm
(fabricada por Shiseido , Co., LTD)

Fase mévil: acetonitrilo: &cido trifluorocacético
acuoso 0,05%

Velocidad de flujo: 1 ml/minuto

Rt = 12,1 £ 0,5
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13) Analisis de aminoAcidos:

Se calentd el aerotricino 1 a 120°C en HC1l 6N du-
rante 24 horas, y a continuacidén se sometié al
andlisis de aminoAcidos para detectar la treoni-
na, 3 unidades de allo-treonina, glicina, alani-
na, valina, tirosina, ornitina, 3-hidroxiprolina,

4-hidroxiprolina, 3-hidroxiglutamina.

Aerotricino 2

1)

2)

3)

a,

S)

6)

Aspecto:

So6lido blanco

Peso molecular (método FAB-MS):

m/z 1549 (M+H)®

Férmula molecular:

C71H116N14024

Espectroscopia de masas de alta resolucidn
{(para M+H)":

Encontrado: 1549.838B4

Calculado para Ca1Hi11IN14Oz24: 1549.8365

Espectrg UV (fig. 5): en metanol:

A(s)max {en MeOH): 22515 (10200 sh), 27515 (1900},

278x5 (2000)

A{e)max (en NaOH N/10-MeOH): 2405 (7700), 293%5
(2000)

Espectro IR (KBr) (fig. 6):

Los nimeros de onda (cm™') de la absorcién princi-
pal son como sigue:

3323, 2928, 2856, 17401 1670, 1531, 1450, 1203,

1137, 837



. 10

15

20

25

7)

8)

9)

1Q)

11)

12)

36

Espectro 'H-RMN (fig. 7):

400 MHz, en CD;0D

Espectro '*C-RMN (fig. 8):

100 MHz, =n CD;0OD

Solubilidad:

Soluble: agqua, metanol, sulféxido de dimetilo
Reaccién coloreada:

Positivo: ninhidrina, anisaldehido-é&cido sulfiéri-
co, vapores de yodo, vainillina-&cido sulfurico,
reactivo de Rydon-Smith, &cido molibdofosférico
Negativo: reactivo de Sakaguchi, verde de bromo-
cresol, 2,4-dinitrofenilhidrazina-acido sulfirico

Cromatografia en capa fina (TLC):

Soporte Disolvente RE
Silicagel F2547! n-BuOH:acetona:AcOH:H0 0,29
(4:5:1:1)

MeOH:H20 (95:5) 0,15

"l E. Merck AG., Alemania

Cromatografia liquida de alta resolucidn:
Soporte: Capcell Pak C18 gel S120A, 4,6 x 250mm
{(fabricada por Shiseido , Co., LTD)

Fase mbévil: acetonitrilo: &acido trifluoroacético
acuoso 0,05% = 1:1

Velocidad de flujo: 1 ml/minuto

Rt = 9,9+ 0,5

13} An4lisis de aminoé&cidos:

Se calentd el aerotricino 2 a 120°C en HCl 6N durante

24 horas, y a continuacién se sometid al andlisis de
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aminodcidos para detectar la treocnina, 3 unidades de

allo-treonina, glicina, alanina, wvalina, 3-hidroxiti-
rosml (DOPA), ornitina, 3-hidroxiprolina, 4-hidroxi-

praolina, 3-hidroxiglutamina.

Aerotricino 3

1) Aspecto:
S4lido blanco

2) Peso molecular {(método FAB-MS):
m/z 1533 (M+H)'

3) Férmula molecular:
C71H116N14025

4) Espectro UV: en metanol:
A(e)max (en MeCOH): 22515 (11000 sh), 27515 (2000),
280+5 (1900)
A{e)max (en NaOH N/10-MeOH): 24315 (7800), 295%5
(1800)

5) Espectro IR (KBr):
Los nimeros de onda (cm™) de la absorcién princi-
pal son como sigue:
3334, 2928, 2852, 1742, 1662, 1520, 1449, 1202,
1136, 836

6) Solubilidad:
Soluble: agua, metanol, sulféxido de dimetilo

7) Reaccién coloreada:
Positivo: ninhidrina, anisaldehido-&cido sulfari-
co, vapores de yodo, vainillina-&dcido sulfurico,
reactivo de Rydon-Smith, 4cido molibdofosférico

Negativo: reactivo de Sakaguchi, verde de bromo-
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cresol, 2,4-dinitrofenilhidrazina-acido sulfirico

8) Cromatografia en capa fina (TLC):

Soporte Disolvente RE
Silicagel F2547! n-BuOH:acetona:AcOH:H,0 0,26
(4:5:1:1)

MeOH:HO (95:5) 0,12

"l E. Merck AG., Alemania

9) Cromatografia liquida de alta resoluciébn:
Soporte: Capcell Pak Cl18 gel S120A, 4,6x250 mm
(fabricada por Shiseido, Co., LTD)
Fase mdévil: acetonitrilo: acido trifluorocacético
acuoso 0,05% = 1:1
Velocidad de flujo: 1 ml/minuto
Rt = 9,1 £ 0,5

10) Analisis de aminoacidos:

Se calentd el aerotricinc 3 a 120°C en HCl1l 6N durante 24
horas, y a continuacidn se sometidé al anadlisis de
aminoacidos para detectar la treonina, 3 unidades de
allo-treonina, glicina, alanina, valina, tirosina,
ocrnitina, 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, 3-
hidroxiglutamina.

Ejemplo 1
Preparacién del aerotricino 132
(a) A una mezcla de aerotricino 3 (500 mg, 0,326 mmo-
les) y trietilamina (628 pnl, 4,89 mmoles) en MeQH (10 ml),
se afadié acrilonitrilo (214 ul, 3,27 mmoles) a temperatura
ambiente. La mezcla se agitdé durante 20 horas a temperatura

ambiente. Después de evaporar el disolvente al vacio, se
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disolvié el residuo en n-butanol y se lavé con acido
clorhidrico diluido y agua sucesivamente. La capa oréénica
se evapord al vacio. El residuo crudo se purificd mediante
HPLC invertida preparativa, y las condiciones detalladas de
la misma se muestran mas adelante. Las fracciones apropia-
das se juntaron, se congelaron y liofilizaron obteniéndose
207 mg de aerotricino 120 (compuesto de fédrmula (I) en don-
de R? y R?® son hidrdgeno y R, es {2-cianoetil)-amino) en
forma de un sélido amorfo incoloro.

HPLC (T.r.) 27,5 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: acido trifluoroacético 0,0S5%: &aci-
do trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 53,47); FAB-MS
(m/z): 1586 [M+H]*.

(b} A una sclucién agitada de Boc-L-Orn(Boc)-0OH (46
mg, 0,138 mmoles) en DMF (2 ml) se afladidé reactivo BOP (62
mg, 0,14 mmoles), HOBT hidrato (22 mg, 0,144 mmoles} y N-
etildiisopropilamina (24 pl, 0,138 mmoles). Después de agi-
tar durante 2 horas a temperatura ambiente, se afiadié una
solucién de aerotricino 120 (100 mg, 0,063 mmoles) y N-
etildiisopropilamina {24 ul, 0,13B mmoles) en DMF (2 ml) a
la mezcla de reaccién. Después de agitar durante 20 horas a
temperatura ambiente, el disclvente se evaporé al vacio.

Una solucién del residuo crudo obtenido més arriba en
TFA (3 ml) se agité a 0°C durante 30 minutos. El recipiente
de reaccién se abrid y se evapordé el TFA en una corriente
de nitrégeno seco. El residuo se purificd mediante HPLC de
fase invertida preparativa, las condiciones detalladas de

la cual se muestran mds adelante. lLas fracciones puras se
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juntaron, se congelaron y liofilizaron obteniéndose 60,5 mg
del compuesto 1 en forma de un s6lido amorfo incoloro.

HPLC (T.r.) 20,7 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: acido trifluoracético 0,05%: acido
trifluoracético 0,05% - acetonitrileo = 57:43 ); FAB-MS
(m/z):1700 [M+H] .

_ {(c) A una mezcla del compuesto 1 (60,5 mg, 00,0356
mmoles) en dioxano {2 ml) y agua (2 ml) se afiadié paladio
10% sobre carbén (10 mg), y el recipiente de reaccidn se
llené con hidrbogeno. Después de agitar durante 14 horas a
temperatura ambiente, la mezcla se filtré a través de un
filtro de membrana {(tamafo de poro: 0,2 mm) y el disolvente
se evapord al vacio. El residuo crudo se purificé mediante
HPLC invertida preparativa, cuyas condiciones detalladas se
indican a continuacién. Las fracciones apropiadas se junta-
ron, se congelaron y licfilizaron obteniéndose 27,8 mg de
aerotricino 132 en forma de un sélido amorfo incoloro.

HPLC (T.r.) 18,9 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: acido trifluorcacético 0,05%: &ci-
do trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 60:40); FAB-MS
{m/z):1704 [M+H]'.

Ejemplo 2

Preparacién del aerotricino 134

(a) A una solucibén agitada de Fmoc-L-Orn(Boc)-~OH (379
mg, 0,834 mmoles) en DMF (6 ml) se afiadié reactivo BOP (368
mg, 0,832 mmoles), HOBT hidrato (128 mg, 0,836 mmoles) y N-
etildiisopropilamina (145 ul, 0,832 mmoles). Después de

agitar durante 2 horas a temperatura ambiente, se afadid
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una solucién de aerotricino 120 (600 mg, 0,378 mmoles) y N-
etildiisopropilamina (145 upl, 0,832 mmoles) en DMF (3 ml) a
la mezcla de reaccién. Después de agitar durante 18 horas a
temperatura ambiente, se afiadid piperidina (3 ml) a la mez-
cla. La mezcla de reaccidn se agitd durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El disolvente se evaporé al vacio. El
residuo se lavd con diclorometano y dietiléter para elimi-
nar los reactivos. El producto crudo se utilizé para el
proximo paso sin purificacién posterior.

(b) A una solucién del producto crudo (320 mg) obte-
nido mds arriba en MeOH (10 ml) se afladieron éster terc-
butilico del acido (2-oxo-etil)carbamico (crudo, 530 mgqg),
AcOH (2 ml) y NaBH\,CN (210 mg, 3,342 mmoles) en MeOH
(4 ml). Después de agitar la mezcla durante 20 horas a tem-
peratura ambiente, la mezcla de reaccidén se concentré al
vacio. El residuo se disolvidé en n-butanol y se lavd con
acido clorhidrico diluido y agua sucesivamente. La capa or-
ganica se evapord al vaclo.

Una solucion del residuo crudo obtenido mas arriba en
TFA (6 ml) se agité a 0°C durante 30 minutos. El recipiente
de reaccién se abrid y se evaporé el TFA en una corriente
de nitrégeno seco. E1l residuo se purificdé mediante HPLC in-
vertida preparativa, cuyas condiciones detalladas se mues-
tran més adelante. Las fracciones apropiadas se juntaron,
se congelaron y liofilizaron obteniéndose 88,2 mg del com-~
puesto 2 en forma de un sélido amorfo de color blanco.

HPLC (T.r.) 22,4 minutos (columna F, velocidad de flu-

jo: 10 ml/min, eluyente: Acido trifluorocacéticoc 0,05%: aci-

45
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do trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 60:40);

(c) A una mezcla del compuesto 2 (88,2 mg, 00,0494
mmoles) en dioxano (1,5 ml) y agua (1,5 ml} se afadid pala-
dio 10% sobre carbén (20 mg}, y el recipiente de reaccidn
se llené con hidrégeno. Después de agitar durante 16 horas
a temperatura ambiente, la mezcla se filtré a través de un
filtro de membrana (tamafio de poro: 0,2 mm) y el disolvente
se evapord al vacio. El residuo crudo se purificé mediante
HPLC invertida preparativa, cuyas condiciones detalladas se
indican a continuacién. Las fracciones aprcopiadas se junta-
ron, Se congelaron y liofilizaron obteniéndose 22,0 mg de
aerctricino 134 en forma de un sbélido amorfo incoloro.

HPLC (T.r.) 25,7 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: Acido trifluorocacético 0,05%: &ci-
do trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 63:37); FAB-MS
(m/2):1790 [M+H]'.

Ejemplo 3

Preparacidédn del aerotricino 135

El aerotricino 135 se prepard de acuerdo con un método
similar al descrito en el ejemplo 2:

HPLC (T.r.) 25,5 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: acido trifluorcacético 0,05%: &aci-
do triflucroacético 0,05% - acetonitrilo = 63:37); FAB-MS
(m/2):1790 [M+H] .

Ejemplo 4
Preparacién del aerotricino 136
(a) A una solucidn agitada de Fmoc-L-Orn(Boc)-OH (379

mg, 0,824 mmoles) en DMF (6 ml) se afladibé reactivo BOP (368



10

15

20

25

43

mg, 0,832 mmoles), HOBT hidrato (128 mg, 0,836 mmoles) y N-
etildiisopropilamina (145 ul, 0,832 mmoles). Después de
agitar durante 2 horas a temperatura ambiente, se afladid
una solucidén de aerotricino 120 (600 mg, 0,378 mmoles) y N-
etildiisopropilamina (145 pul, 0,832 mmoles) en DMF (3 ml) a
la mezcla de reaccidén. Después de agitar durante 1B horas a
temperatura ambiente, se afiadi¢ piperidina (3 ml) a la mez-
cla. La mezcla de reaccién se aglité durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El disolvente se evapord al vacio. El
residuc se lavdé con diclorometano y dietiléter para elimi-
nar los reactivoes. El producto crudo se utilizd para el
préximo paso sin purificacidn posterior.

(b) A una solucién del producto crudo (300 mg} obte-
nido mas arriba en EeOH (10 ml) se afadieron acrilonitrilo
{110 pl, 1,68 mmoles) y N-etildiisopropilamina (44 ul,
0,253 mmoles). Después de agitar la mezcla durante 14 horas
a temperatura ambiente, se afadieron acrilonitrilo (440 pl,
6,72 mmoles}) y N-etildiisopropilamina (44 pl, C,253 mmo-
les) . Después de agitar la mezcla durante 22 horas a tempe-
ratura ambiente, se afadieron acrilonitrilo (220 ul, 3,36
mmoles) y N-etildiisopropilamina (44 pl, 0,253 mmoles).
Después de agitar la mezcla durante 6 horas a temperatura
ambiente, se concentrd al vacio la mezcla de reacciédn. El
residuo se lavé con diclorometano y dietiléter para elimi-
nar los reactivos.

Una solucién del residuo crude cbtenido mas arriba en
TFA (3 ml) se agitdé a 0°C durante 30 minutos. El recipiente

de reaccidén se abrid y se evapord el TFA en una corriente

a7
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de nitrégeno seco. El residuo se purificd mediante HPLC in-
vertida preparativa, cuyas condiciones detalladas se mues-
tran mAds adelante. Las fracciones apropiadas se juntaron,
se congelaron y liofilizaron obteniéndose 104,6 mg del com-
puesto 3 en forma de un sblido amorfo de color blanco.

HPLC (T.r.) 27,8 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: &cido trifluorocacético 0,05%: &aci-
do trifluorcacético 0,05% - acetonitrilo = 57:43).

(c) A una mezcla del compuesto 3 (104,6 mg, 0,0596
mmoles) en dioxano (3 ml) y agua (3 ml) se afiadidé paladio
10% sobre carbén (25 mg), y el recipiente de reaccién se
llend con hidrégeno. Después de agitar durante 16 horas a
temperatura ambiente, la mezcla se filtrd6 a través de un
filtro de membrana (tamafio de poro: 0,2 mm) y el disclvente
se evapord al vacio. El residuo crudo se purificd mediante
HPLC invertida preparativa, cuyas condiciones detalladas se
indican a continuacién. Las fracciones apropiadas se junta-~-
ron, se congelaron y liofilizaron cobteniéndose 40,3 mg de
aerotricino 136 en forma de un sélido amorfo incoloro.

HPLC (T.r.) 25,8 minutos (columna F, velocidad de flu-
jo: 10 ml/min, eluyente: &cido trifluoroacético 0,05%: &ci-
do trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 63:37); FAB-MS
(m/z):1761 [M+H]'.

Ejemplo 5

Preparacidn del aerotricino 133

(a) A una solucidn de la sal de aerotricino 3 de mono
TFA (2,5 g), en DMF (10 ml) se afiadieron Fmoc-D-Orn (Boc)CQH

(650 mg), BOP (180 mg), HOBT (279 mg) y N-etildiisopropil-

4%
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amina (0,795 ml). Después de agitar la mezcla durante 3 ho-
ras a temperatura ambiente, se afiadié piperidina (4,0 ml).
La agitacién se continué durante 30 minutos a temperatura
ambiente, y a continuacidén se evapord el disolvente al va-
cio. El residuo se discolvid en diclorometano, y la adi-
cién gota a gota de éter proporciond el producto crudo en
forma de un polvo amorfo de color blanco. Se lavd con
éter vy se empled en el préximo paso sin posterior purifi-
cacién.

(b) E1l producto crudo obtenido mas arriba, se disol-
vio en DMF (20 ml). A esta solucidn se afadid Boc-L-
Orn(Boc)OH (656 mg), BOP (872 mg), HOBT (302 mg) y N-
etildiisopreopilamina (0,793 ml). Después de agitdé la mezcla
durante 3 horas a temperatura ambiente, el disclvente se

evapord al vacio.

{c) Se afiadid TFA (15 ml) a 0°C al residuo obtenido
mas arriba. Después de agitar la mezcla durante 30 minutos
a 0°C, se anadié éter gota a gota, obteniéndose un precipi-
tado de color blanco. Se lavd con éter y se purificd me-
diante HPLC preparativa de fase invertida. Las fracciones
puras se juntaron, se congelaron y liofilizaron obteniéndo-
se 515 mg de aerotricino 133 en forma de un sbélido amorfo
incoloro.

HPLC (T.r.) 19,7 minutos (columna F, velocidad de
flujo: 10 ml/min, eluyente: Acido trifluoroacético 0,05%:
acido trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 60:40); FAB-

MS {m/z):1761 [M+H]" .

.
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FEjemplo 6

Preparacién del aerotricino 137

(a) A una sorucidén de la sal de aerotricino 3 de meno
TFA (622 mg), en diclorometano (16 ml) y MeOH (4 ml} se afa-
dieron ﬁ—Boc—aminoetanal (120 mg) y N-etildiisopropilamina
(0,072 ml). Después de agitar durante 1 hora a temperatura
ambiente, se afadié a la mezcla de reaccidén cianoborohidruro
de sodio (48 mg) y acido sulfurico (0,04 ml). Después de agi-
tar la mezcla de reaccidn durante 72 horas a temperatura am-
biente, se evapord el disolvente al vacic y a continuacidn se
afiadié HC1 0,1 N. Se extrajo con nBuOH y se concentré.

(b) El residuoc se disolvi6é en DMF (6 ml} al cual se
habla afiadido &4cido 2-(S)-[bis-(2-Boc-aminoetil)amino]-5-
Boc-pentanoico (294 mg), HOAt (77 mg), HBTU (215 mg) y N-
etildiisopropilamina (0,148). Después de agitar durante 48
horas a temperatura ambiente, el disclvente se evapor6 al
vacio, y el residuc se disolvié en diclorometano. A esta
solucidn se anadid éter obteniéndose un precipitado de co-
lor blanco. Se lavd con éter y se empled en el prdéximo paso
sin posterior purificacidn.

(c) A continuacibdn, se afiadidé TFA (3 ml) al compuesto
obtenido mé&s arriba a 0°C. Después de agitar durante 30 mi-
nutos a 0°C, se afladié éter a la mezcla de reaccidn, obte-
niéndose un precipitado de color blanco. Se lavé con éter y
se purificdé mediante HPLC preparativa de fase invertida.
Las fracciones puras se juntaron, se congelaron y liofili-

zaron obteniéndose 95 mg de aerotricino 137 en forma de un

s6lido amorfo incoloro.
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HPLC (T.r.) 14,6 minutos {columna F, velocidad de
flujo: 10 ml/min, eluyente: acido trifluoroacético 0,05% -
agua: acido trifluoroacético 0,05% - acetonitrilo = 61:39);
FAB-MS (m/z):1776 [M+H]".

Ejemplo A
Se prepararon soluciones inyectables conteniendo cada
una de ellas.los siguientes ingredientes, en la forma con-

vencional per se:

Aerotricino 132 20 mg
Fosfato disdédico, anhidro 7,6 mg
Difosfato de sodio dihidrato 2,0 mg
Alcohol gtilice 150 mg
Agua destilada, desionizada, estéril 850 mg

Total 1029,6 mg

A& & & &k ¥
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REIVINDICACIONES

1. Aerotricinos representados por la férmula (I),

Jllﬁég iﬁbyww

en donde

)

R! es N-(3-aminopropil)-N-[(2S)-2,5-diaminovaleril]
amino, N-(3-aminopropil)-N-[-5-amino-2-[N,N-bis(2-amino-
etil)amino]valeril)amino, N-(3-aminopropil)-N-[-5-amino-2-
[N-(3-aminopropil)amino)valeril]amino, N-(2-aminoektil)-N-
[-5-amino-2-[N,N-bis (2-aminoetil)aminc]valeril]amino u or-
nitil-eornitilamino;

R? es hidrogenc o metilo;

R*® es hidrégeno o hidroxilo;

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mis-
mos.

2. Rerotricino de acuverdo con la reivindicacién 1,
en donde R' es N-(3-aminopropil)-N-[(25)-2, 5-diaminovale-
rillamino, N-(3-aminopropil)-N-[(2S)-5-amino-2-[N,N-bis(2-
aminoetil)amino] valeril]amino, N-(3-aminopropil)-N-[{2R)~
5-amino-2- [N, N-bis'(2-amincetil)amino]valeril]amino, N-(3-
aminopropil) -N-[ (25} -5-amino-2-[N- (3-aminopropil) amino]va-

lerillamino, N-({2-aminoetil)-N-[({2S)-5-amino-2-[N,N-bis {2~

Y
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amincetil)amino]valeril]amino, 6 (L)-ornitil-(D)-ornitil-
amino.

3. Aerotricinos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 2, en donde R? y R? son hidrégeno.

4. Aerotricinoc de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde R! es N-(3-aminopropil}-N-
[(25)-2,5-diaminovaleril)amino.

5. Aerotricino de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde R' es {L)-ornitil-(D)-
ornitilamino.

6. Aerotricino de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde R' es N-(3-aminopropil)~N-
[(28)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoetil)amino]valeril]amino.

7. Aerotricinoe de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde R' es N-(3-aminopropil)-N-
[ (2R) -b-amino-2-(N,N-bis(2-aminoetil)amino]valeril]amino.

8. Aerotricino de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde R' es N-(3-aminopropil)-N-
[(2S) -5-amino-2-[N- (3-aminopropil)amino]valeril] amino.

9. Aerotricino de acuerdoc con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde R!' es N-(2-aminoetil)-N-

[ (28} ~-5-amino-2-[N,N-bis{(2-aminoetil)amino]lvaleril]aminc.

10. Aerotricino de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde R! es N-(3-aminopropil)-~N-
[ (25)-2,5-diaminovaleril)amino, y R? y R® son hidrégeno.

11. Un procedimiento para la preparacién de un com-
puesto de la reivindicacién 4, el cual procedimiento com-

prende (a) la N-alquilacidén de un compuesto de férmula (II)
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[en donde R' es un grupo amino; R? y R?® son como se ha defi-
nido en la reivindicacién 1] con acrilonitrile, (b) acila-
ciétn del compuesto resultante con ornitina N-protegida, (c)
eliminacién de los grupos de proteccién de los radicales
amino (P} y P:) y (d) reduccién del grupo ciano.

12. Un procedimiento para la preparacién de los com-
puestos de las reivindicaciones 6 y 7, el cual procedimien-
to comprende (a) la N-alquilacién de un compuesto de f6rmu-
la (II) [en donde R! es un grupo amino; R® y R® son como se
ha definido en la reivindicacién 1] con acrilonitrilo, (b)
acilacién del compuesto resultante con ornitina N-protegi-
da, (c) eliminacién del grupo de protecciédn del radical
amino adyacente al grupo ceténico (P}, (d)} N-alquilacién
reductora con aminc-acetaldehido N-protegido, (e) elimina-
cidén del grupo de proteccidn del radical aminc restante
(P2), vy (f) reduccidn del grupo ciano.

13. Un procedimiento para la preparacidén de un com-
puesto de la reivindicacién 9, el cual procedimiento com-
prende (a) la N-alquilacién reductora de un compuesto de
férmula (II) [en donde R' es un grupo amino; R?* y R® son co-
mo se ha definido en la reivindicaciétn 1] con amino-acetal-
dehido N-protegido, (b) acilacién del compuesto resultan-
te con ornitina N-protegida, {(c) eliminacién del grupo de
proteccidn del radical amino adyacente al grupo ceténico
{P.), (d) N-alquilacién reductora con amino-acetaldehido
N-protegido, (e) eliminacién del grupo de proteccién del
radical amino restante (Pz), y (f) reducciédn del grupo

ciano.
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14. Un procedimiento para la preparacidon de un com-
puesto de la reivindicacién 8, el cual procedimiento com-
prende (a) la N-alquilacién de un compuesto de formula (II)
[en donde R' es un grupo amino; R? y R® son como se ha defi-
nido en la reivindicacién 1] con acrilonitrilo, (b) acila-
cién del compuesto resultante con ornitina N-protegida, (c)
eliminacién del grupo de proteccién del radical amino, ad-
yacente al grupo ceténico (P1), (d) N-alquilacién con acri-
lonitrilo, {(e) eliminacién del grupo de protecciédn del ra-
dical amino restante (Pz), y (f) reduccidén del grupo ciano.

15. Un procedimiento para la preparacién de un com-
puesto de la reivindicaciédn 5, el cual procedimiento com-
prende (a) la acilacién de un compuesto de fé4rmula (II) [en
donde R! es un grupo amino; R? y R?® son como se ha definido
en la reivindicacién 1) con ornitina N-protegida, (b) eli-
minacién del grupo de proteccién del radical amino adyacen-
te al grupo ceténico (Py), (c) acilacidén con ornitina N-
protegida, y (d) eliminaciétn del grupo de proteccién del
radical aminoc restante (P;).

16. Aerotricinos de una cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 10, para el empleo en terapia médica.

17. Una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de una cualgquiera de las reivindicacicnes 1 a 10,
y una carga farmacéuticamente aceptable.

18. El emplec de un compuesto de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10, para la preparacié4n de medica-
mentos para el tratamiento o profilaxis de micosis.

19. Un método phra el tratamiento profilactico y/o
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terapéutico de enfermedades infecciosas causadas por micro-
organismos patogénicos, el cual comprende la administracién
de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1

a 10, a un ser humano © un animal.
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Aerotricinas representadas por la Férmula (1),

R' es N-(3-aminopropil)-N-[(2S)-2,5-diaminovalerilJamino, N-(3-
aminopropil)-N-[-5-amino-2-]N,N-bis(2-aminoetil)Jamino}valerilJamino, N-
(3-aminopropil)-N-{-5-amino-2-|N~(3-eminopropilJamino}valerillamino, N-
(2-aminoetil)-N-[-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoetil Jamino]valeril]Jamino u
ornitil-ornitilamino;

R?*  eshidrégeno o metilo;

R’  eshidrégeno o hidroxi;

y sales farmaceuticamente aceptables de ellas.
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Aerotricinas acordes con la Reivindicacion 1 en las que R' es N-(3-aminopropil)}-
N-[(2S)-2,5-diaminovaleriljamino, N~(3-aminopropil)-N-{(2S)-5-amino-2-[N,N-
bis(2-aminoetil)amino]valeril]Jamino, N(3-aminopropil)-N-{(2R)-5-amino-2-{N,N-
bis(2-aminoetil)amino]valeriljamino, N-3-aminopropil)- N-[(2S)-5-amino-2-[N-(3-
aminopropil)amino]valeriljsmino, N-(2-aminoetil)-N-[(2S)-5-amino-2-{N,N-bis(2-

A

aminoetiljamino]valerillamino o (L)ornitil-(D)-ornitilamino. - ij l’

o o’
.o“'ﬂ ” ;ﬂ
Aerotricinas acordes con cualquiera de las Reivindicaciones 1 o 2 A
Caill e

R? son hidrégeno.

-

Acrotricinas acordes con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en las que R' es
N-(3-aminopropil)-N-{(2S)-2,5-diaminovaleriljamino.

Aervotricinas acordes con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en las que R' es
(L)-omitil{D)-irnitilamino.

. Aecrotricinas acordes con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en las que R’ es

N-(3-aminopropil)} N-{(28)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoetilJamino]valerilJamino.

Aerotricinas acordes con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en las que R' es
N-(3-aminopropil)-N-{(2R)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoctil)Jamino] valerilJamino.

Aerofricinas acordes con cualquiera de las Reivindicaciones La3 enlasqueR'es .

N-(3-aminopropil)-N-{(2S)-5-amino-2-[N-(3-aminopropil}Jamino]valerilJamino.

4



10.

11,

12,

Acrotricinas acordes con cualquicra de las Reivindicaciones 1 a 3 en las que R' es
N-(2-aminoetil)}-N-{(2S)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoetiljamino]valeriljamino.

Un procedimiento para la preparacion de un compuesto de la Reivindicacion 4, que
comprende: (a) N-alquilacién de un compuesto de la Férmula I [en donde R’ es

omitina N-protegida, (¢) remocién de los grupos que p

y (d) reduccion del grupo ciano.

Un procedimiento para la preparacion de los compuestos de las Reivindicaciones
6 y 7, que comprende: (a) N-alquilacién de un compuesto de la Férmula [I [en
donde R' es un grupo amino; R* y R? corresponden a las definiciones dadas en la
Reivindicacidn 1) con alquilonitrilo, (b) acilacién del compuesto resultante con
ornitina N-protegida, (c) remocién del grupo protector del amino, adyacente al
grupo ceto (P,), (d) N-alquilacién reductora con amino-acetaldehido N-protegido,
() remocitn del grupo protector del amino restante (P,), y (f) reduccién del grupo

ciano.

Un procedimiento para la preparacién de compuesto de la Reivindicacién 9, que
comprende: () N-alquilacién de un compuesto de la Férmula II [en donde R! es
un grupo amino; R? y R® corresponden a las definiciones dadas en la
Reivindicacién 1) con aminoacetilo N-protegido, (b) acilacién del compuesto
resultante con ornitina N-protegida, (c) remocién del grupo protector del amino,



%/

13.

14.

15.

16.

adyacente al grupo ceto (P,), (d) N-alquilacion reductora con amino-acetaldehido
N-protegido, (e) remocién del grupo protector del amino restante (P,), y (f)
reduccién del grupo ciano.

Un procedimiento para la preparaciin de un compuesto de la Reivindicacién 8 que

#

-4

comprende: (a) N-alquilacién de un compuesto de la Férmula Il [en donde R! es .Lﬁ. 4

un grupo amino; R? y R® corresponden a' las definiciones dadas.«m‘"
Reivindicacién 1) con alquilonitrilo, (b) acilacién del compd!ﬁto resul
omnitina N-protegida, (c¢) remocién del grupo protector del
grupo ceto (P,), (d) N-alquilacién con acrilonitrilo, (¢) remocion del grupo
protector del amino restante (P,), y (f) reduccién del grupo ciano.

Un proceditmiento para la preparacidn de un compuesto de 1a Reivindicacién 5 que
comprende: (a) acilacién de un compuesto de 1a Férmula 11 [en donde R' es un
grupo amino; R? y R? corresponden a las definiciones dadas en la Reivindicacion
1) con omitina N-protegida, (b) remocién del grupo protector del amino, adyacente
al grupo ceto (Py), (c) acilaciin con omitina N-protegida, y (d) remocién del grupo
protector del amino restante (P,).

Aerotricinas de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9 para usarlas en terapia

médica.

Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las
Reivindicaciones 1 a 9 y un portador farmaceuticamente aceptable.




\1

17  El uso de un compuesto de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9 para la
preparacién de medicamentos que comprenden un compuesto de cualquiera de las
Reivindicaciones 1 a 9 para ¢l tratamiento o profilaxis de micosis.

18. Un método para el tratamiento profilictico y/o terapéutico de enfermedades
infecciosas causadas por microorganismos patégenos, que comprende administrar
un compuesto de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9 ym ser humano o un

animal.

19. Lainvencién descrita aqui antes.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual queda copia en los archivos de esta
oficina de traducciones, para su confrontacién y a la que me remito.

Derechos de Traduccién: 63.000,00

BOGOTA, 9 DE DICIEMBRE DEL 2000.

FAADNCSION, DFTGIAL n-_if}flj
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E. Hoffmann-La Roche AG, CH-4070 Basle, Switzerland ?f

EPO-2\2““\°“ Case 20532
11 Jan. 2000

The present invention relates to novel cyclic compounds having antifungal activity
(hereinafter referred to as Aerothricins), the use of Aerothricins in the medical therapy,

pharmaceutical compositions containing Aerothricins as well as to processes for the
preparation of Aerothricins.

Azole antifungal agents are currently widely used for the treatment of systemic
mycoses. However, long term prophylactic use of azole antifungels resuited in generation
of azole resistant Candida spp. due to their fungistatic action. Therefore, fungicidal agents
are particularly important for treatment of severe systemic mycoses, especially against
pulmonary aspergillosis. Furthermore, the currently available antifungal agents are not
effective against Scedosporium spp. which is one of the emerging pathogens among
immunocompromised patients. Amphotericin B is a highly effective fungicidal agent
currently used clinically, but its therapeutic index (effective dose vs. toxic dose) is rather
narrow. Certain cyclic compounds such as LY303366 (EP 736 541), WF11243 (EP 584 360)
are known to show fungicidal activity through inhibition of 8-1,3-glucan synthase.
However, they have still some disadvantages in terms of antifungal spectrum and/or safety
profile. Thus, development of new fungicidal agents with better safety profile and efficacy
against major systemic pathogens including Aspergillus fumigatus and Scedosporium spp.is
urgently required.

Bro/12.01.2000

=
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In particular, the present invention relates to novel Aerothricins represented by the
Formula (I),

P ded
Py

wherein

R' is N-(3-aminopropyl)-N-[(25)-2,5-diaminovaleryl]amino, N-(3-aminopropy})-
N-[-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valeryl]amino, N-(3-
aminopropyl)-N-[-5-amino-2-[{N-(3-aminopropyl)amino}valeryljamino, N-(2-
aminoethyl)-N-[-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valeryl}Jamino or
ornityl-ornitylamino;

R?is hydrogen or methyl;
R? is hydrogen or hydroxy;

and pharmaceutically acceptable salts thereof.

The present invention also relates to a pharmaceutical composition comprising an
Aerothricin of Formula (1) and a pharmaceutically acceptable carrier. Furthermore, the
present invention relates to the use of such Aerothricins for the preparation of
medicaments, as well as to processes for the preparation of the Aerothricins of Formula
(). Additionally, the present invention relates to a method for the prophylactic and/or
therapeutic treatment of infectious diseases caused by pathogenic microorganisms.

[Printed:13+11-2000
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In a preferred embodiment, the present invention relates to Acrothricins of Formula
(1), wherein R is N-(3-aminopropyl)-N-[(25)-2,5-diaminovaleryljamino, N-(3-
aminopropyl)-N-[(2S)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valeryl Jamino, N-(3-
aminopropyl)-N-{(2R)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valerylJamino, N-(3-

5 aminopropyl)-N-{(2§)-5-amino-2-[N-(3-aminopropyl)amino)valerylJamino, N-(2-
aminoethyl)-N-{(25)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valerylJamino or (L)-
ornityl-(D)-ornitylamino; R? is hydrogen or methyl, preferably hydrogen; R is hydrogen
or hydroxy, preferably hydrogen; and pharmaceutically acceptable salts thereof.

10 In another preferred embodiment, the present invention relates to a compound of
Formula (1), wherein R! is N-(3-aminopropyl)-N-[(2S)-2,5-diaminovaleryl]Jamino, and R?
and R? are hydrogen atoms; namely of the Formula (IIIa)

Jraciess.
PRGN .

and pharmaceutically acceptable salts thereof.

15 In another preferred embodiment, the present invention relates to a compound of
. the Formula (1), wherein R' is (L)-ornityl-(D)-ornitylamino, and R? and R’ are hydrogen
atoms; namely of the Formula (IVa)

(IVa)

| Printed: 13-11-2000 B
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and pharmaceutically acceptable salts thereof.

In another preferred embodiment, the present invention relates to a compound of
5 Formula ([), wherein R' is N-(3-aminopropyl)-N-[(25)-5-amino-2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]valeryl]amino, and R* and R? are hydrogen atoms; namely of the
Formula (Va)

(BT
| Fepuiion -

and pharmaceutically acceptable salts thereof.

15 In another preferred embodiment, the present invention relates to a compound of
Formula (I), wherein R' is N-(3-aminopropyl)-N-[(2R)-5-amino-2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]valeryl]amino, and R? and R’ are hydrogen atoms; namely of the
Formula (VIa)

R e B

ENMIER

bl and pharmaceutically acceptable salts thereof.
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In another preferred embodiment, the present invention relates to a compound of
Formula (I), wherein R' is N-(3-aminopropyl)-N-[(2S)-5-amino-2-[N-(3-
aminopropyl)amino]valeryl}amino, and R? and R’ are hydrogen atoms; namely of the
Formula (VIIa)

Ef*%ﬂﬁii:o -

and pharmaceuticatly acceptable salts thereof.

In another preferred embodiment, the present invention relates to a compound of
Formula (I), wherein R' is N-(2-aminoethyl)-N-[(25)-5-amino-2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]valeryl]amino, and R? and R? are hydrogen atoms; namely of the
Formula (Vliila)

;—&J\ﬁ: E\,%:h (VIla)
and pharmaceutically acceptable salts thereof.

Aerothricins in accordance with the present invention are Aerothricins exemplified
in the following Table 1.

Printed: 13-11-2000
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e d, fr e
HO" o 1
X (1)
5 HO
H
Table 1
Compound name R! R e
Aerothricin 1 NH2 CHy [H
{starting meterial)
Aerothricin 2 NH2 H OH
(starting material)
Aerothricin 3 NH2 H H
(starting material)
Aerothricin 132 -.fco-'a-wawuu, H |H
{CHYNH,
Aervthricin 133 N 'H(GH,),NH, H H
Nnoo?fhtcwws
NH,
Aerothricin 134 ot CH),NH, H H
l N{(CHLNH, ],
(CHNH,
Aerothricin 135 NC ‘H-{CH.),NH, H H
NI(CH ) NH L,
(CHYNH,
Aerothricin 136 'ﬁ*cwu' H H
NH(CH)NH,
(CHyINH,
Aervthricin 137 o H H
NCO-CH-{CH)NH,
N{(CHyWNH, |
(CH JNH,
* (R) configuration, ** (S) configuration
'Printed:13-11-2000] o
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Aerothricins represented by Formula (I) can be produced from Aerothricin 1, 2 or 3
according to the methods outlined in scheme 1 and 2, wherein amino protecting group P,
and P; can be selected from tert-butoxycarbonyl (Boc), benzyloxycarbonyl (Cbz),

5 fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) and the like; R? and R? are as defined above.

Process A

The starting compounds, Aerothricins of the Formula (II), can be produced by
cultivating a microorganism belonging to Deuteromycotina capable of producing
10 Aerothricins 1, 2 and 3 [Aerothricin 3 (= WF11243) is described in Reference Example 1]

under aerobic conditions in an aqueous or a solid medivm and isolating Aerothricins 1, 2
. and/or 3 from the culture.

CC“{W..

15 H! (i)
[wherein R? is hydrogen or methyl; R® is hydrogen or hydroxy]

The compounds of Formula II can be converted into compounds of Formula I by
the following processes B or C:

(Printed: 13-11-2000]
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Process B
NH,
N E N YN

OH OHH

asgx@éa::g _—

or b) reductive

Aammndm 20r3 N-alkylation with E "Q‘I
OHC” NHP, NN

oH O HhuN H

&ihjfi;;g
. e %

or (CH.),NHP,
HO O OH g H OH HNI\’IR(W
KLO‘!) g:i:] wm ry

11) deprotaction (P, and P,) [see Scheme 1 (continued)]}
2) reduction of CN [R= (CH,),CN]

e
jﬁéﬁg{f’* S

(1

HO

Scheme 1

{Printed:13-11-2000 ‘8]
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elhl e, _
HO o OH OHHI\,IK(\,.N

P

(X1) \ 1) N-alkylation with #° o
2) deprotection (P,)
3) reduction of GN [A= {CHy),CN]
1) reductive alkylation with (ﬁbﬂ j:r
OHC” NHP, FLA)‘H-
2) deprotection (Py), Ho o T EN TN
followed by reduction of
CN [when Re (CH),CN] &_5{1 “irﬂﬁ—\" o
0 iﬁ@} 1:3"33
H
RS
! (Vi)

H (P, and P, are amino protecting groups)

(V,Vi}:n=3
(Vill:n=2

Scheme 1 (continued)
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(f:"i

Ho oo OH O H'

Hﬁﬁe&%&ﬁg e

T |

P
e

Wﬁéjﬁi::]
NCE

Oy NH,
s i fiee
Hg NHO o HN

oH O

o] ° H
&& ngnﬁ
HO A'
(P, and P, are amino protecting groups) R’ ™

— ———- [
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The Processes A to C can be illustrated in more detail as follows:

Process A

The microorganism used in the present invention can be any strains including

mutants and variants belonging to Deuteromycotina capable of producing Aerothricins 1, 2

5 and 3. Especially preferred is strain NR 7379 which was isolated from fallen leaves collected
at Kagoshima pref. in Japan, and identified as a strain belonging to Deuteromycotina.

The cultural and morphological characteristics of strain NR 7379 are as follows:

1. Cultural characteristics

Corn meal agar (CMA): Growth was not extensive. The colonies reached 11 mm in
10 diameter from inoculum (4.5 mm diam. agar plug) after 14 days at 25°C. They were plane

and pale cream yellow. The reverse side was pale cream yellow. Colorless and mucilaginous
exudates were present.

Miura’s medium (LCA): Growth was not extensive. The colonies reached 11 mm in
diameter from inoculum after 14 days at 25°C. They were plane and pale cream yellow.
15 The reverse side was pale cream yellow. Exudates were absent.

Malt extract agar (MEA): Growth was not extensive. The colonies were pustuliform
and attained a diameter of 18 mm from inoculum after 14 days at 25°C. The color of

colonies was light yellowish brown. The reverse side was of the same color. Exudates were
colorless and mucilaginous.

20 Potato-dextrose agar (PDA): Growth was not extensive. The colonies were
pustuliform and reached 14 mm in diameter from inoculum after 14 days at 25°C. The
color and texture of colonies were similar to those on MEA. Exudates were colorless and
mucilaginous.

Germination was observed between 5°C and 30°C on CMA, LCA, MEA, and PDA.

35 2. Morphological characteristics

Mycelia were partly immersed, partly superficial, branched, septate, and pale brown
to cream Yyellow. Conidiophores were formed from immersed mycelium. They were
hyaline, septate, branched, irregular. Conidiogenous cells were on distinct conidiophores
or irregular hyphae. They were enteroblastic, phialidic, terminal or subterminal. Terminal

30  or subterminal phialides were variable in length and shape. They were cylindrical to
lageniform and their length and width were up to 5.5 to 10 um and 2.5 to 5.5 um

| Printed:13-11-2000 11
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respectively. Irregularly filiform Conidiophores with lateral conidiogenous cells
immediately below septa were often formed. Conidia were one-celled, hyaline, smooth,
globose to subglobose, 2.0 to 5.5 pum in length and 2.0 to 5.0 pm in width.

On the basis of these distinct cultural and morphological characteristics, the present
strain belonged to Deuteromycotina designated as Deuteromycotina NR 7379.

The strain denoted as Deuteromycotina NR 7379 has been deposited with the
National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and
Technology, Japan in the name of Nippon Roche K.K,, of 6-1, Shiba 2-chome, Minato-ku
Tokyo, 105 Japan on June 16, 1998 under the Budapest Treaty as follows:
Deuteromycotina NR 7379 (FERM BP-6391).

The cultivation in accordance with the process provided by the present invention
can be carried out in a culture medium which contains customary nutrients usable by the
microorganism being cultivated. As carbon sources there can be mentioned, for example,
glucose, sucrose, starch, glycerol, molasses, dextrin and mixtures thereof. Nitrogen sources
are, for example, soybean meal, cottonseed meal, meat extract, peptone, dried yeast, yeast
extract, corn steep liquor, ammonium sulfate, sodium nitrate and mixtures thereof.
Moreover, there may be added to the culture medium other organic or inorganic
substances for promoting the growth of the microorganism and for increasing the
production of Aerothricin 1. Examples of such substances are inorganic salts, such as
calcium carbonate, sodium chloride, phosphates and the like.

The cultivation is carried out under aerobic conditions preferably in a liquid
medium by submerged fermentation, or in a solid medium by static fermentation. A
temperature of 20°C to 30°C, with an optimal temperature of 27°C is suitable for
cultivation. The cultivation is preferably carried out at a pH of 3 to 9. The cultivation time
depends on the conditions under which the cultivation is carried out. In general, it is
sufficient to carry out the cultivation for 20 to 360 h.

For harvesting the objective Aerothricins 1, 2 and 3 from the cultures, separation
methods which are usually employed to isolate metabolites produced by microbes from
their cultures can be properly used. For example, Aerothricin 1, which is a methanol
extractable amphoteric substance, is recovered advantageously by the following
procedures.

That is, the whole culture solid obtained by solid state fermentation is extracted with
an appropriate solvent to recover the proposed product. The solvents which can be used to

(Printed:13-11-2000
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extract the objective compound from the whole cultured solid include water-soluble

organic solvents or hydrous solutions of water-soluble organic solvents, such as methanol,
ethano! and hydrous alcohols.

For removing salts, water soluble substances, etc. from the resulting extract, use is

5 made of, with advantage, solvent partition between water and water-immiscible organic
solvents, such as n-butanol, ethyl acetate, etc. For removing coloring substances, fat-
soluble substance or the like from the extract, use is made of, with advantage, solvent

purification by methanol, ethanol, a mixture of acetonitrile-0.19% aqueous trifluoroacetic
acid, etc.

10 For complete purification of Aerothricins, column chromatography is used with
advantage. Carriers which can be used in such a column chromatography are such as
YMC-GEL ODS (Yamamura Chemical Laboratories, Japan) or Preparative C18 (Waters
Millipore Corporation). As an eluent, use is made of a solvent system consisting a mixture
of aqueous trifluoroacetic acid and appropriate water-soluble organic solvents such as

15 methanol, ethanol, acetonitrile, etc. The eluate fraction thus purified, which contains each

component, can be subjected to concentration or freeze-drying to pulverize Aerothricins
1,2and 3.

Aerothricins 1, 2 and 3 were isolated as a trifluoroacetic acid salt, but the free
Aerothricins 1, 2 and 3 can be prepared by the following procedure. Namely, Aerothricins
20 1,2 and 3 trifluoroacetic acid salt are dissolved in water, to which was added one
equivalent of sodium hydroxide, and the mixture is subjected to Sephadex LH-20 column
Chromatography, followed by elution with a hydrous alcohol such as methanol-water, etc.
to thereby obtain Aerothricins 1, 2 and 3 (free form), respectively.

25 Process B

The compound of Formula (III) can be prepared from Aerothricins of Formula (I)
[wherein R' is an amino group; R? and R® are as defined above) in 4 steps: (1) N-alkylation
with acrylonitrile, (2) acylation with N-protected ornitine, (3) removal of amino
protecting groups (P, and P;), and (4) reduction of cyano group.

£ 1] The compound of Formula (V, V1) can be prepared from Aerothricins of Formula
(1) [wherein R! is an amino group; R? and R’ are as defined above] in 6 steps: (1) N-
alkylation with acrylonitrile, (2) acylation with N-protected ornitine, (3) removal of amino
protecting group (Py), (4) reductive N-alkylation with N-protected amino-acetaldehyde,
(5) removal of amino protecting group (P;), and (6) reduction of cyano group.

(Printed: 13-11-2000} 13
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The compound of Formula (VIII) can be prepared from Aerothricins of Formula
(1) [wherein R' is an amino group; R? and R? are as defined above] in 6 steps: (1)
reductive N-alkylation with N-protected amino-acetaldehyde, (2) acylation with N-
protected ornitine, (3) removal of amino protecting group (P,), (4) reductive N-alkylation
with N-protected amino-acetaldehyde, (5) removal of amino protecting group (P,), and
(6) reduction of cyano group.

The compound of Formula (VII) can be prepared from Aerothricins of Formula (1)
[wherein R' is an amino group; R? and R are as defined above] in 6 steps: (1) N-alkylation
with acrylonitrile, (2) acylation with N-protected ornitine, (3) removal of amino
protecting group (P,), (4) N-alkylation with acrylonitrile, (5) removal of amino protecting
group (P1), and (6) reduction of cyano group.

Process C

The compound of Formula (IV) can be prepared from Aerothricins of Formula (II)
[wherein R' is an amino group; R? and R® are as defined above] in 4 steps: (1) acylation
with N-protected ornitine, (2) removal of amino protecting group (P,), (3) acylation with
N-protected ornitine, and (4) removal of amino protecting group (P;).

[n the above processes B and C;

(a) N-monoalkylation of an amino group can be done using acrylonitrile according
to the method described in Organic Synthesis col. Vol. III, page 93.

(b) N-alkylation of the primary or secondary amino group can be done by the
conventional reductive alkylation with N-protected aminoacetaldehyde using a reducing
agent such as sodium cyanoborohydride in the presence or absence of weak acid such as
acetic acid. The reaction can be carried out at room temperature in a solvent such as
methanol, ethanol, acetic acid and the like.

(€) The reduction of the nitrile group can be achieved by catalytic hydrogenation or
reduction with sodium borohydride/cobalt chloride, borane-methylsulide complex and
the like [cf. ]. Med. Chem,, 37, 222 (1994)].

(d) N-acylation of an amino group can be done with N-protected ornitine using
condensation agents such as dicyclohexylcarbodiimide, BOP, HBTU, TNTU, PyBroP™,
PyBOP™, TBTU, TSTU, HOBt and the like, or the combination of two of them. The
reaction can be carried out in a solvent such as methanol, ethanol, pyridine, N,N-
dimethylformamide, N-methylpyrrolidone and the like in the presence or absence of a

—— - = mmme
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base such as triethylamine, di-isopropylethylamine, pyridine and the like at a temperature
between -20°C and +50°C, preferably at 0°C to +25°C.

(e) The removal of the amino protecting group can be done by the method known to
those skilled in the art, e.g. treatment with trifluoroacetic acid for Boc group, or piperidine
for Fmoc group.

The present invention is also concerned with acid addition salts of Aercthricins. The
acid addition salt can be obtained as trifluoroacetic acid salt after normal course of
isolation. The salt thus obtained may be dissolved in water and passed through an anion
exchange column bearing the desived anion. The eluate containing the desired salt may be
concentrated to recover the salt as a solid product.

The Aerothricins of Formula (I) may be converted to a corresponding salt by virtue
of the presence of the tertiary nitrogen atoms.

The acid addition salt of Aerothricins of Formula (I) can be obtained by treat;nent of
the free base of Aerothricins with at least a stoichiometric amount of an appropriate acid,
such as mineral acids, e.g., hydrochloric acid, hydrobromic acid, sulfuric acid, nitric acid,
phosphoric acid, and the like, and organic acids, e.g., acetic acid, propionic acid, glycolic
acid, pyruvic acid, oxalic acid, malic acid, malonic acid, succinic acid, maleic acid, fumaric
acid, tartaric acid, citric acid, benzoic acid, cinnamic acid, mandelic acid, methanesulfonic
acid, ethanesulfonic acid, p-toluenesulfonic acid, salicylic acid, and the like. Typically, the
free base is dissolved in an inert organic solvent such as ethanol, methanol, and the like,
and the acid added in a similar solvent. The temperature is maintained at about 40°C. The
resulting salt precipitates spontaneously or may be brought out of solution with a less
polar solvent.

The acid addition salts of the Aerothricins of Formula (I) may be converted to the
corresponding free base by treatment with at least a stoichiometric amount of a suitable
base such as sodium or potassium hydroxide, potassium carbonate, sodium bicarbonate,
ammonia, and the like.

Aerothricins provided by the present invention exhibit broad fungicidal activity
against various fungi and can be used as agents for treatment and prophylaxis of fungal
infectious diseases. The in vitro and in vivo antifungal activity (see Tables 2, 3-1 and 3-2) as

well as the toxicity to hepatocytes (see Table 4) of the representative Aerothricins of
Formula (I) are shown as follows:

[Printed:13-11-2000]
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The in vitro antifungal activities of the representative Aerothricins of the present
study were evaluated by determining the 80% inhibitory concentration (ICy), which was
calculated as the lowest concentration of an antifungal to inhibit the growth of fungus to
209 turbidity compared with the drug-free control growth spectrophotometrically.

The 1Cgg values were determined by the broth micro-dilution procedure based on
NCCLS Approved Standard with the following minor modifications (National Committee
for Clinical Laboratory Standards. (1997) Reference method for broth dilution antifungal
susceptibility testing for yeasts. Approved standard. Document M27-A). Yeast Nitrogen
Base (YNB; Difco Lab.) supplemented with 19 glucose and 0.25% K;HPO, was used as
testing medium for yeasts, the same medium solidified with 0.29% low melting point

agarose (BRL) was used for filamentous fungi. Inoculum size was 1-3 x 10 cells/ml, and
incubation was performed for 1-2 days at 35°C.

Table2:  In vitro Antifungal activity, ICs (j1g/ml)

Candida albicans  Aspegillus fumigatus Scedosperium

CY1002 CF1003 apiospermum
CF1077
Aerothricin 132 0.28 2.9 0.38
Aerothricin 134 0.37 0.58 0.37
Aerothricin 135 0.41 0.37 0.35
Aerothricin 136 0.33 0.38 0.34

2. {1 vivo antifungal efficacy
2-1: Murine systemic candidiasis

In vivo antifungal efficacy of Aerothricins of the present invention against systemic
candidiasis is shown in the following Table 3-1. Mice of a2 conventional immunocompetent
mouse strain, Crj: CD-1 (ICR) were used for experimental infection models of systemic
candidiasis. 4 weeks old Crj: CD-1 (ICR) mice were used for systemic candidiasis by
injecting Candida albicans 5x10° conidia/mouse via the tail vein. Test compounds were
intravenously (i.v.) given once just after infection for systemic candidiasis. 50% of effective
dose (EDx) values were calculated from the survival number at each dose on day 7.

)
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Table 3-1: In vivo antifungal activity against systemic candidiasis in mice,

EDgo {mg/kg) on day 7
Aerothricin 132 0.43
Aerothricin 133 0.35
Aerothricin 135 0.35

2-2: Murine puimonary aspergillosis

5 In vivo antifungal efficacy of Aerothricins of the present invention against pulmonary
aspergillosis is shown in the following Table 3-2. Murine pulmonary aspergillosis was
created in cortisone-treated (250myg/kg, twice sub-cutaneous treatments on 3 days before
and on the infection day) ICR male mouse. Conidia of A fumigntus (2.5 x 10°
conidia/mouse) were infected intratracheally to these mice, and treatments were carried

10 out once daily for 4 days. The efficacy of each drug was determined from the survival
number, and 50% of effective dose (EDsp)} was calculated from the survival number at each

dose on the 14 days.
Table 3-2: In vivo antifungal activity against pulmonary aspergillosis in mice,
EDg (mg/kg) on day 14
Aerothricin 132 5.2
Aerothricin 134 58
Aerothricin 137 52
Aerothricin 3 >15
15

The mouse hepatocytes were isolated by a collagenase digestion and cultured in
microtest plates. The hepatocyte monolayers were exposed to the test Aerothricins in the
culture system for 1 day. After the culture period, the hepatocytes were observed under a

20 microscope and evaluated morphologically. The degree of the morphological alteration

(degeneration) of the hepatocytes by the test Aerothricins were compared with WF11243
and LY303366.
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Table4: Cytotoxicity to hepatocyte (jg/ml)

Aerothricin 132 >100
Aerothricin 134 >100
Aerothricin 135 >100
WF11243 100
(= Aerothricin 3)

LY303366 10

5 mg/kg and 30 mg/kg of Aerothricin 132 administration (once daily: i.v.) to mice
for 2 weeks showed no acute toxicity.

Therefore, the novel Aerothricins of Formula (I} as well as pharmaceutically
acceptable salts thereof exhibit potent antifungal activity against various fungal infections,
including Aspergillosis, in mice over a wide range of dosages and are useful as antifungal
agents. Moreover, the Aerothricins provided by this invention are much less cytotoxic to
hepatocytes than the known cyclic peptide derivatives (WF11243 and LY303366).

Aerothricins of the present invention may also be useful for inhibiting or alleviating
Pneumocystis carinii infections in immune-compromised patients.

The present invention further relates to the pharmaceutical compositions containing
the novel Aerothricins of Formula (I) as well as pharmaceutically acceptable salts thereof.

The novel Aerothricins of Formula (I) as well as pharmaceutically acceptable salts
thereof are highly active fungicidal agents. They are active against a variety of fungal
species including Candidn spp., Aspergillus spp., Scedosporium spp, Mucor spp. and Absidin
spp..

Thus, Aerothricins of the present invention are useful for topical and systemic
treatment of mycoses in animals as well as humans. For example, they are useful in treating
topical and mucosal fungal infections caused by Candida spp., Trichophyton spp., and
Microsporum spp.. They may also be used in the treatment of systemic fungal infections
caused by, for example, Candida spp., Aspergillus spp., or Scedosporium spp..

For clinical use, the novel Aerothricins of Formula (I) as well as pharmaceutically
acceptable salts thereof can be administered alone, but will generally be administered in
pharmaceutical admixture formulated as appropriate to the particular use and purpose
desired, by mixing excipient, binding agent, lubricant, disintegrating agent, coating

- w e L S —t————
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material, emulsifier, suspending agent, solvent, stabilizer, absorption enhancer and/or

ointment base. The admixture can be used for oral, injectable, nasal, rectal or topical
administration.

Pharmaceutical formulations of Aerothricins for oral administration may be granule,
5 tablet, sugar coated tablet, capsule, pill, suspension or emulsion. For parenteral injection,
for example, intravenously, intramuscularly or subcutaneously, Aerothricins of Formula
(I) may be used in the form of a sterile aqueous solution which may contain other
substances, for example, salts or glucose to make the solution isotonic. These compositions
also may be presented in unit dosage form in ampoules or in multidose containers,

10 preferable with added preservatives. Alternatively, the active ingredients may be in powder
form for reconstituting with a suitable vehicle prior to administration. Aerothricins can
also be administered in the form of a suppository or pessary, or they may be applied
topically in the form of a lotion, solution, cream, ointment or dusting powder.

The daily dosage level of Aerothricins of Formula () is from 0.1 to 50 mg/kg (in
t5 divided doses) when administered by either the oral or parenteral route. Thus tablets or
capsules of Aerothricins can be expected to contain from 5 mg to 0.5 g of active compound
for administration singly or two or more at a time as appropriate. In any event the actual
dosage can be determined by the physician and it may be varied upon the age, weight and
response of the particular patient.

20 When Aerothricins are for antifungal use any method of administration may be
employed. For treating mycotic infections, oral or intravenous administration is usually

employed.

When Aerothricins are to be employed for control of pneumocystis infections it is
desirable to directly treat lung and bronchi. For this reason inhalation methods are
25 preferred. For administration by inhalation or nasal, Aerothricins of the present invention
are conveniently delivered in the form of an aerosol spray presentation from pressurized
packs or nebulisers. The preferred delivery system for inhalation or nasal is a metered dose
inhalation aerosol, which may be formulated as a powder, suspension or solution ofa
compound of Formula (I) in suitable propellants, such as fluorocarbons or hydrocarbons.

30 Although Aerothricins of the present invention may be employed as tablets, capsules,
topical compositions, insufflation powders, suppositories, and the like, the solubility of
Aerothricins of the present invention in water and aqueous media render them adaptable
for use in injectable formulations and also in liquid compositions suitable for aerosol
sprays.

3
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The following Examples illustrate the preferred methods for the preparation of
Aerothricins of the present invention, which are not intended to limit the scope of the
invention thereto.

In the following Examples, the products were analyzed and purified by HPLC using a
5 reverse phase column selected from those listed below. The mixed solvent consisted of
0.059% trifluoroacetic acid-water : 0.05% trifluoroacetic acid-acetonitrile with the
appropriate ratio described in each working Example.

HPLC columns:
Column A: CAPCELL PAK C18, UG-120, 4.6x250mm
0 Column B: CAPCELL PAK C18, UG-120, 10x250mm
Column C: CAPCELL PAK C18, UG-80, 20x250mm
Column D: CAPCELL PAK C18, SG-120, 4.6x250mm
Column E: CAPCELL PAK C18, 5G-120, 10x250mm
Column F: TSK GEL ODS-80Ts, 20x250mm

15
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In the following working Examples, Aerothricins were obtained as trifluoroacetic
acid salts unless otherwise indicated.

Reference Example 1

Preparation of Aerothricins 1, 2 and 3

a) Solid fermentation

A 0.1 ml portion of the frozen culture of Deuteromycotina NR 7379 (FERM BP-
6391) in 109 (v/v) glycerol solution was defrosted and inoculated into a 500-ml
Erlenmeyer flask containing 100 ml of a medium consisting of 29 glucose, 1% potato
starch, 1.59 glycerol, 196 Toast soya (Nissin Seiyu), 0.35% yeast extract (Nippon Seiyaku),
0.25% Polypepton (Nihon Seiyaku), 0.3% NaCl, 0.5% CaCO3, 0.005% ZnSO,7H;0,
0.0005% CuS04-5H;0, and 0.0005% MnSO,-4H;O. The pH of the medium was not
adjusted. The seed culture was incubated on a rotary shaker at 27°C for 7 days at 220 rpm.
2 ml of the seed culture was transferred into a 3-liter Erlenmeyer flask containing a solid
medium consisting of 200 g pressed barley, 0.12 g yeast extract (Difco), 0.06 g sodium
tartarate, 0.06 g KH;PO,, and 120 ml water. The fermentation was carried out at 27°C
under static condition. The production reached maximum at around 240 h of

fermentation and the culture was subjected to the isolation procedure of Aerothricins 1, 2
and 3.

The cultured solid (10 kg) obtained was added methanol (40 L) and the mixture was
stirred, followed by removal filtration to obtain methanol extract (39 L). The methanol
extract thus obtained was concentrated to dryness under reduced pressure, and the residue
(64.8 g) was added ethyl acetate (1 L) and water {1 L). And the mixture was stirred,
followed by removal of the ethyl acetate layer.

Furthermore, the aqueous layer was likewise washed with ethyl acetate (1 L) twice.
The remaining aqueous layer was extracted with n-butanol (1 L) three times. The extracts
thus obtained were combined and concentrated to dryness under reduced pressure, and
the residue (28.5 g) was dissolved into a mixture (250 mi) of acetonitrile-0.1% aqueous
trifiuoroacetic acid (1:1). After removal of the insoluble materials by centrifugation, the
solution thus obtained was evaporated to dryness under reduced pressure, and the residue
was added methanol (300 ml) and the mixture was stirred, followed by removal filtration

| Printed:13-11-2000]
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to obtain the methanol solution (280 ml). The methanol soluble materials (9.3 g) thus
obtained were then subjected to a column chromatography on reversed phase silica gel
C18 (1 L). The column was eluted stepwise using a mixture of methanol-0.1% aqueous
trifluoroacetic acid (2:8, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, and 8:2). The Aerothricins 1, 2 and 3 eluted in
this order with methanol-0.1% aqueous trifluoroacetic acid (7:3) were concentrated to
dryness in vacuo to obtain white powdery Aerothricin 3 trifluoroacetic acid salt (731 mg)
and Aerothricin 1 trifluoroacetic acid salt (747 mg), respectively. The fractions containing
Aerothricin 2 was concentrated under reduced pressure and further purified by HPLC
under the following conditions: column: Capcell Pak C18 (i.d. 30 x 250 mm, Shiseido Co.,
LTD.); mobile phase: acetonitrile-0.1% aqueous trifluoroacetic acid (45:55); flow rate: 40
ml/min.; detection: UV 220 nm. The appropriate eluates obtained under the above
conditions were concentrated to dryness in vacuo to obtain white powdery Aerothricin 2
trifluoroacetic acid salt (42 mg).

b) Flask fermentation

A 2 ml portion of the frozen culture of Deuteromycotina NR 7379 (FERM BP-6391)
in 109 (v/v) glycerol solution was defrosted and inoculated into a 500-ml Erlenmeyer flask
containing 100 ml of a medium consisting of 1% glucose, 196 oat flour, 4% tomato paste,
0.5% corn steep liquor (Ando kasei), 0.001% FeSO,-7H;0, 0.001% MnSO,-4H,0, 0.0001%
CaCly, 0.0002% ZnSO,-7H;0, 0.000029% (NH,)6M00,-4H;0, and 0.00006% H3BOj. The
pH of the medium was adjusted to 6.8 before sterilization. The seed culture was incubated
on a rotary shaker at 27°C for 3 days at 220 rpm. 2 ml of the first seed culture was
transferred into 500-ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the same medium and
incubated on a rotary shaker under the same conditions for 3 days. 2 ml of the second seed
culture was inoculated into 500-ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the medium
consisting of 8.5% glycerol, 1% pectin from citrus, 0.4% peanuts powder, 0.4% casein
from milk vitamin-free, 0.4% tomato paste, 0.49% corn steep liquor (Ando kasei), 0.2%
glycine, and 0.296 KH,PO,. The pH of the medium was adjusted to 7.0 before sterilization.
The fermentation was conducted at 27°C with agitation of 220 rpm. After 10 days
cultivation, the production reached maximum and the whole culture was subjected to the
isolation procedure of Aerothricins 1,2 and 3.

¢) Jar fermentation

A 2 ml portion of the frozen culture of Deuteromycotina NR 7379 (FERM BP-6391)
in 109% (v/v) glycerol solution was defrosted and inoculated into a 500-ml Erlenmeyer flask

(Pt 3112005
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containing 100 m! of the same seed medium as described above. The flask was shaken at
220 rpm for 3 days at 27°C. 2 ml of the first seed culture was transferred into 500-ml
Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the same seed medium and incubated on a rotary
shaker under the same conditions for 3 days. Six hundred ml of the second seed culture

5 was inoculated into 50-liter jar fermentor containing 30 liters of the same production
medium as described above and 0.4% disfoam (Nissan Disfoam CA-123). The
fermentation was carried out at 27°C, with aeration of 30 liters/min. and agitation of 400
rpm. The production reached maximum at around 168 h of fermentation and the whole
culture was subjected to the isolation procedure of Aerothricins 1,2 and 3.

serothricin 1

1) Appearance:
white solid

2) Molecular weight (FAB-MS method):
15 m/z 1547 (M+H)*

3) Molecular formula:
Cr2Hi11s8N1O2s

4) High resolution mass spectroscopy (for M+H)":
Found: 1547.8568
20 Calculated for CaH; 13N 1(O2: 1547.8572

5) UV spectrum (Fig. 1): in methanol:
A(e)max (in MeOH): 22515 (10600 sh), 27015 (2000), 278+5 (2100)
A(e)max (in N/10 NaOH-MeOH): 240+5 (7700), 26815 (1800), 298+5 (1800)
6) IR spectrum {(KBr) (Fig. 2):
25 Main absorption wave numbers (cm™) are as follows:
3379, 2527, 2855, 1740, 1660, 1535, 1453, 1203, 1139, 837

7) 'H-NMR spectrum (Fig. 3):
400 MHz, in CD;0D

8) 'C-NMR spectrum (Fig. 4):
30 100 MHz, in CD;0D
9) Solubility:
Soluble: water, methanol, dimethylsulfoxide
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10) Color reaction:
Positive: ninhydrin, anisaldehyde-sulfuric acid, iodine vapor, vanillin-sulfuric acid,
Rydon-Smith reagent, molybdophosphoric acid
Negative: Sakaguchi reagent, Bromocresol green, 2,4-dinitrophenylhydrazine-

5 sulfuric acid
11) Thin-layer chromatography (TLC):
Carrier Solvent Rf
silica gel F254" n-BuOH: acetone:AcOH:H,0 (4:5:1:1) 0.74
MeOH: H.0 (95:5) 0.12
10 "I E. Merck AG., Germany

12) High Performance Liquid Chromatography:
Carrier: Capcell Pak C18 gel S120A, 4.6x250 mm (manufactured by Shiseido, Co.,
LTD.)

Mobile phase: Acetonitrile : 0.05% aqueous trifluoroacetic acid = 1:1
15 Flow rate: 1 ml/min.
Rt=12.1%05

13) Amino acid analysis:
Aerothricin 1 was heated at 120°C in 6N HCI for 24 h, followed by subjecting to
amino acid analysis to detect threonine, 3 units of allo-threonine, glycine, alanine,
20 valine, tyrosine, ornithine, 3-hydroxyproline, 4-hydroxyproline, 3-
hydroxyglutamine.

Acrothricin 2

1) Appearance:
25 white solid

2) Molecular weight (FAB-MS method):
m/z 1549 (M+H)*

3) Molecular formula:
CnHusN1Oxn

30 4) High resolution mass spectroscopy (for M+H)":
Found: 1549.8384
Calculated for CnHiu7N14O24: 1549.8365

5) UV spectrum (Fig. 5): in methanol:
A(€)max (in MeOH): 22515 (10200 sh), 27515 (1900), 278+5 (2000)
35 A(e)max (in N/10 NaOH-MeOH): 24045 (7700), 29315 (2000)

- = e aLm m
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6) IR spectrum (KBr) (Fig. 6):
Main absorption wave numbers (cm™) are as follows:
3323, 2928, 2856, 1740, 1670, 1531, 1450, 1203, 1137, 837

7) 'H-NMR spectrum (Fig. 7):
400 MHz, in CD;0D

8) *C-NMR spectrum (Fig. 8):
100 MHz, in CD,0D

9) Solubility:
Soluble: water, methanol, dimethylsulfoxide

10) Color reaction:

Positive: ninhydrin, anisaldehyde-sulfuric acid, lodine vapor, vanillin-sulfuric acid,

Rydon-Smith reagent, molybdophosphoric acid
Negative: Sakaguchi reagent, bromocresol green, 2,4-dinitrophenylhydrazine-
sulfuric acid
11) Thin-layer chromatography (TLC):
Carrier Solvent Rf
Silica gel F254 n-BuOH: acetone:AcOH:H,0 (4:5:1:1) 0.29
MeOH: H;0 (95:5) 0.15
"I E. Merck AG., Germany '

12) High Performance Liquid Chromatography:

Carrier: Capcell Pak C18 gel S120A, 4.6x250 mm (manufactured by Shiseido, Co.,
LTD.)

Mobile phase: Acetonitrile : 0.05% aqueous trifluoroacetic acid = 1:1
Flow rate: 1 mi/min.
Rt =9.910.5

13) Amino acid analysis:
Aerothricin 2 was heated at 120°C in 6N HCl for 24 h, followed by subjecting to
amino acid analysis to detect threonine, 3 units of allo-threonine, glycine, alanine,
valine, 3-hydroxytyrosml (DOPA), ornithine, 3-hydroxyproline, 4-hydroxyproline,
3-hydroxyglutamine.

scrothricio 3

1) Appearance:
white solid
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Molecular weight (FAB-MS method):
m/z 1533 (M+H)*

Molecular formula:
CnHisNw1O2

UV spectrum: in methanol
A(e)max (in MeOH): 22545 (11000 sh), 2755 (2000), 280+5 (1900)
A(e)max (in N/10 NaOH-MeOH): 24345 (7800), 295+5 (1800)

IR spectrum (KBr):

Main absorption wave numbers (cm™) are as follows:
3334, 2928, 2852, 1742, 1662, 1520, 1449, 1202, 1136, 836

Solubility:
Soluble: water, methanol, dimethylsulfoxide

Color reaction:

Positive: ninhydrin, anisaldehyde-sulfuric acid, Iodine vapor, vanillin-sulfuric acid,
Rydon-Smith reagent, molybdophosphoric acid

Negative: Sakaguchi reagent, bromocresol green, 2,4-dinitrophenylhydrazine-

sulfuric acid
Thin-layer chromatography (TLC):
Carrier Solvent Rf
silica gel F254™ n-BuOH: acetone:AcOH:H0 (4:5:1:1) 0.26
MeOH: H,0 (95:5) 0.09

"l E. Merck AG., Germany

High Performance Liquid Chromatography:

Carrier: Capcell Pak C18 gel S120A, 4.6x250 mm (manufactured by Shiseido, Co.,
LTD.)

Mobile phase: Acetonitrile : 0.05% aqueous trifluoroacetic acid = 1:1

Flow rate: 1 ml/min.

Rt=19.11£0.5

10) Amino acid analysis:

{Printod:13-11-2000

Aerothricin 3 was heated at 120°C in 6N HCI for 24 h, followed by subjecting to
amino acid analysis to detect threonine, 3 units of allo-threonine, glycine, alanine,
valine, tyrosine, ornithine, 3-hydroxyproline, 4-hydroxyproline,
3-hydroxyglutamine.
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Example 1

Preparation of Aerothricin 132

{(a) To a mixture of Aerothricin 3 (500 mg, 0.326 mmol) and triethylamine (682pl, 4.89
mmol) in MeOH (10 ml) was added acrylonitrile (214 pl, 3.27 mmol) at room
temperature. The mixture was stirred for 20 hours at room temperature. After the solvent
was evaporated in vacuo, the residue was dissolved in n-butanol and washed with diluted
hydrochloric acid and water successively. The organic layer was evaporated in vacuo. The
crude residue was purified by preparative reverse HPLC, the detziled condition of which is
shown below. The appropriate fraction were combined, frozen and lyophilized to give 207
mg of Aerothricin 120 as a colorless amorphous solid.

HPLC(Rt) 27.5 min (column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 53:47); FAB-MS (m/z) : 1586 [M+H]"*.

{b) To a stirred solution of Boc-L-Orn(Boc)-OH (46 mg, 0.138 mmol) in DMF (2 ml)
were added BOP reagent (62 mg, 0.14 mmol), HOBT hydrate (22 mg, 0.144 mmol) and N-
ethyldiisopropytamine (24 pl, 0.138 mmol ). After being stirred for 2 h at room
temperature, a solution of Aerothricin 120 (100 mg, 0.063 mmol) and N-
ethyldiisopropylamine (24 pl, 0.138 mmol ) in DMF (2 ml) was added to the reaction
mixture, After being stirred for 20 h at room temperature, the solvent was evaporated in
VACHO.

A solution of the crude residue obtained above in TFA (3 ml) was stirred at 0°C for 30
min. The reaction vessel was opened and TFA was evaporated under a stream of dry
nitrogen. The residue was purified by preparative reverse phase HPLC, the detailed
condition of which is shown below. The pure fractions were combined, frozen and
lyophilized to give 60.5 mg of the compound-1 as a white amorphous solid.

HPLC(Rt) 20.7 min (column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 57:43); FAB-MS (m/z) : 1700 [M+H]".

(c) To a mixture of the compound-1 (60.5 mg, 0.0356 mmol) in dioxane (2 ml) and water
(2 ml) was added 10% palladium on charcoal (10 mg), 2nd the reaction vessel was filled
with hydrogen. After being stirred for 14 hours at room temperature, the mixture was
filtered through membrane filter (pore size : 0.2 mm) and the solvent was evaporated in
vacuo. The crude residue was purified by preparative reverse HPLC, the detailed condition
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of which is shown below. The appropriate fraction were combined, frozen and lyophilized
to give 27.8 mg of Aerothricin 132 as a colorless amorpbous solid.

HPLC(Rt} 18.9 min (column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 60:40); FAB-MS (m/z) : 1704 [M+H]".

Example 2

Preparation of Aerothricin 134

(a) To a stirred solution of Fmoc-L-Orn(Boc)-OH (379 mg, 0.834 mmol) in DMF (6 ml)
were added BOP reagent (368 mg, 0.832 mmol), HOBT hydrate (128 mg, 0.836 mmol} and

10 N-ethyldiisopropylamine (145 pl, 0.832 mmol ). After being stirred for 2 h at room
temperature, a solution of Aerothricin 120 (600 mg, 0.378 mmol) and N-
ethyldiisopropylamine (145 ul, 0.832 mmol ) in DMF (3 ml) was added to the reaction
mixture, After being stirred for 18 h at room temperature, piperidine (3 ml) was added to
the mixture. The reaction mixture was stirred for 10 minutes at room temperature. The

15 solvent was evaporated in vacuo. The residue was washed with dichloromethane and

diethylether to remove the reagents. The crude product was used for the next step without
further purification.

(b) To a solution of the crude product (320 mg) obtained above in MeOH (10 ml) were

20 added (2-oxo-ethyl)carbamic acid tert-butylester (crude, 530 mg), AcOH (2 ml) and
NaBH,CN (210 mg, 3.342 mmol) in MeOH (4 ml). After the mixture was stirred for 20 h
at room temperature, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was
dissolved in n-butanol and washed with diluted hydrochloric acid and water successively.
The organic layer was evaporated in wacuo.

25 A solution of the crude residue obtained above in TFA (6 ml) was stirred at 0°C for 30
min. The reaction vessel was opened and TFA was evaporated under a stream of dry
nitrogen. The residue was purified by preparative reverse HPLC, the detailed condition of
which is shown below. The appropriate fraction were combined, frozen and lyophilized to
give 88.2 mg of the compound-2 as a white amorphous solid.

30 HPLC(Rt) 22.4 min (column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 60:40)
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(¢) To a mixture of the compound-2 (88.2 mg, 0.0494 mmol} in dioxane (1.5 ml} and
water (1.5 ml) was added 1096 palladium on charcoal (20 mg), and the reaction vessel was
filled with hydrogen. After being stirred for 16 hours at room temperature, the mixture
was filtered through membrane filter (pore size : 0.2 mm) and the solvent was evaporated

5 in vacuo. The crude residue was purified by preparative reverse HPLC, the detailed
condition of which is shown below. The appropriate fraction were combined, frozen and
lyophilized to give 22.0 mg of Aerothricin 134 as a colorless amorphous solid.

HPLC(Rt) 25.7 min (column F, ﬂow rate: 10 ml/min, eluent: 0.059% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 63:37); FAB-MS (m/z) : 1790 [M+H]*.

10

Preparation of Aerothricin 135

Aerothricin 135 was prepared according to the method similar to that described In
Example 2:

15 HPLC(Rt) 25.5 min (column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 63:37); FAB-MS (m/z) : 1790 [M+H]".

Example 4

Preparation of Aerothricin 136

20 (=) To a stirred solution of Fmoc-L-Orn(Boc)-OH (379 mg, 0.834 mmol) in DMF (6 ml)
were added BOP reagent (368 mg, 0.832 mmol), HOBT hydrate (128 mg, 0.836 mmol) and
N-ethyldiisopropylamine (145 pl, 0.832 mmol ). After being stirred for 2 h at room
temperature, a solution of Aerothricin 120 (600 mg, 0.378 mmol) and N-
ethyldiisopropylamine (145 ul, 0.832 mmol ) in DMF (3 ml) was added to the reaction

25 mixture. After being stirred for 18 h at room temperature, piperidine (3 ml) was added to
the mixture. The reaction mixture was stirred for 10 minutes at room temperature. The
solvent was evaporated in vacuo. The residue was washed with dichloromethane and

diethylether to remove the reagents. The crude product was used for the next step without
further purification.
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(b) To a solution of the crude product (300 mg) obtained above in EeOH (10 ml) were
added acrylonitrile (110 i, 1.68 mmol) and N-ethyldiisopropylamine (44 pl, 0.253 mmot).
After the mixture was stirred for 14 h at room temperature, acrylonitrile (440 jl, 6.72
mmol) and N-ethyldiisopropylamine (44 pl, 0.253 mmol ) were added. After the mixture
was stirred for 22 h at room temperature, acrylonitrile (220 ul, 3.36 mmol) and N-
ethyldiisopropylamine (44 pl, 0.253 mmol } were added . After the mixture was stirred for
6 h at room temperature, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was
washed with dichloromethane and diethylether to remove the reagents.

A solution of the crude residue obtained above in TFA (3 ml) was stirred at 0°C for 30
min. The reaction vessel was opened and TFA was evaporated under a stream of dry
nitrogen. The residue was purified by preparative reverse HPLC, the detailed condition of
which is shown below. The appropriate fraction were combined, frozen and lyophilized to
give 104.6 mg of the compound-3 as a white amorphous solid.

HPLC(Rt) 27.8 min {column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 57:43)

(c) To a mixture of the compound-3 (104.6 mg, 0.0596 mmol) in dioxane (3 ml) and water
(3 ml) was added 10% palladium on charcoal (25 mg), and the reaction vessel was filled
with hydrogen. After being stirred for 16 hours at room temperature, the mixture was
filtered through membrane filter (pore size : 0.2 mm) and the solvent was evaporated in
waeuo. The crude residue was purified by preparative reverse HPLC, the detailed condition
of which is shown below. The appropriate fraction were combined, frozen and lyophilized
to give 40.3 mg of Aerothricin 136 as a colorless amorphous solid.

HPLC(Rt) 25.8 min (column F, flow rate: 10 ml/min, eluent: 0.05% Trifluoroacetic acid :
0.05% Trifluoroacetic acid-Acetonitrile = 63:37); FAB-MS (m/z) : 1761 [M+H]".

Example 5

Preparation of Aerothricin 133

(8) To a solution of Aerothricin 3 monoTFA salt (2.5g) in DMF (10 ml) was added Fmoc-

D-Orn(Boc)OH (850 mg) , BOP (180 mg), HOBT (279 mg) and N-ethyldiisopropylamine
(0.795 ml). After the mixture being stirred for 3 hrs. at room temperature, piperidine (4.0

ml) was added. The stirring was continued for 30 min. at room temperature, and then the

solvent was evaporated in vacuo. The residue was dissolved in dichloromethane, and
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dropwise addition of ether gave the crude product as white amorphous powder. It was
washed with ether and used in the next step without further purification.

{b) The crude product obtained above was dissolved in DMF (20 ml). To this solution was
added Boc-L-Orn(Boc)OH (656 mg), BOP (872 mg), HOBT (302 mg) and N-

5 ethyldiisopropylamine (0.793 ml). After the mixture was stirred for 3 hrs. at room
temperature, the solvent was evaporated in wcuo.

(c) TFA (15 ml) was added at 0° C to the residue obtained above. After the mixture was
stirred for 30 min. at 0° C, ether was added dropwise to give a white precipitate. It was
washed with ether and purified by preparative reverse phase HPLC. The pure fractions

10 were combined, frozen and lyophilized to give 515 mg of Aerothricin 133 as a colorless
amorphous solid:

HPLC(Rt): 19.7 min. (column F, flow rate: 10 ml/min., eluent: 0.05% trifluoroacetic acid-
water : 0.05% trifluoroacetic acid-acetonitrile = 60:40); FAB-MS (m/z): 1761 [MH"].

15 Example 6

Preparation of Aerothricin 137

(2) To a solution of Aerothricin 3 monoTFA salt (622 mg) in dichloromethane (16 ml) and
MeOH (4 ml) was added N-Boc-aminoethanal (120 mg) and N-ethyldiisopropylamine
(0.072 ml). After being stirred for 1 hr at room temperature, to the reaction mixture was

2 added sodium cyanoborohydride (48 mg) and sulfuric acid {0.04 ml). After the reaction
mixture was stirred for 72 hr at room temperature, the solvent was evaporated in vacuo
and then 0.1N HCl was added . It was extracted with nBuOH and concentrated.

(b) The residue was dissolved in DMF (6 ml), to which was added 2-(S)-[bis-(2-Boc-
aminoethyl)amino]-5-Boc-aminopentanoic acid {294 mg), HOAt (77 mg), HBTU (215

25 mg) and N-ethyldiisopropylamine (0.148 ml). After being stirred for 48 hr at room
temperature, the solvent was evaporated in wicuo and the residue was dissolved in
dichloromethane. To this solution was added ether to give a white precipitate. It was
washed with ether and used in the next step without further purification.

(c) To the compound obtained above was then added TFA (3 ml) at 0°C. After being
30 stirred for 30 min. at 0°C, ether was added to the reaction mixture to give a2 white
precipitate. It was washed with ether and purified by preparative reverse phase HPLC. The

pure fractions were combined, frozen and lyophilized to give 95 mg of Aerothricin 137 as a
colorless amorphous solid:

[ Printed:13-11-2000] 31
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HPLC(Rt): 14.6 min. (column F, flow rate: 10 ml/min., eluent: 0.05% trifluoroacetic
acid-water : 0.05% triffuoroacetic acid-acetonitrile = 61:39); FAB-MS (m/z): 1776
[M+H]*.

5 Example A

[njectable solutions each containing the following ingredients were manufactured in
the conventional manner per se:

Aerothricin 132 20 mg
di-Sodium hydrogenphosphate, anhydrous 7.6 mg
Sodium diphosphate dihydrate 2.0 mg
Ethyl alcohol 150 mg
Distilled water, deionized, sterile 850 mg
Total 1029.6 mg
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Claims EPO -g““‘eh
1. Aerothricins represented by the Formula (1), 117 Jan. 2000

wherein

e '-‘;.'....':- oy

! is N-(3-aminopropyl)-N-[(25)-2,5- dlammov:leryl]aml.na-l\ﬂ'c;-ammopropyl)-
N-{-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valeryl]amino, N-(3-
aminopropyl)-N-[-5-amino-2-[N-(3-aminopropyl)amino] valeryl]Jamino, N-(2-
aminoethyl)-N-[-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyt)amino]valeryl]amino or
ornityl-ornitylamino;

R® is hydrogen or methyl;
R? is hydrogen or hydroxy;
and pharmaceutically acceptable salts thereof.

2. Aerothricin according to Claim 1, wherein R!is N-(3-aminopropyl)-N-[(25)-2,5-‘
diaminovaleryl]amino, N-(3-aminopropyl)-N-[(2S)-5-amino-2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]valeryl)amino, N-(3-aminopropyl)-N-[{2R)-5-amino-2-[N,N-
bis(2-aminoethyl)amino]valerylJamino, N-(3-aminopropyl)-N-[(25)-5-amino-2-[N-
(3-aminopropyl)amino]valeryl|amino, N-(2-aminoethyl)-N-{(2S)-5-amino-2-[N,N-
bis(2-aminoethyl)amino]valeryl]amino or (L)-ornityl-(D)-ornitylamino.

3. Aerothricins according to any of Claims 1 or 2, wherein R? and R® are hydrogen.

4. Aerothricin according to any of Claims 1 to 3, wherein R' is N-(3-aminopropyl)-N-
[(25)-2,5-diaminovaleryl]amino.

5. Aerothricin according to any of Claims 1 to 3, wherein R' is (L)-ornityl-(D)-
ornitylamino.

(Printed:13-11-2000 . (1)
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6. Aerothricin according to any of Claims 1 to 3, wherein R' is N-(3-aminopropyl)-N-
[(28)-5-amino-2-{N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valeryl]amino.

7. Aerothricin according to any of Claims 1 to 3, wherein R! is N-(3-aminopropyl)-N-
[(2R)-5-amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valerylJamino.

Aerothricin according to any of Claims 1 to 3, wherein R' is N-(3-aminopropyl)-N-
[(2S)-5-amino-2-[N-(3-aminopropyl)amino]valeryl]amino.

9. I’}hncm according to any of Claims 1 to 3, wherein R is N-(2-aminoethyl)-N-
! 45)-3amino-2-[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]valeryl]amino.

;lgc s3 for the preparation of a compound of Claim 4, which process comprises (a)

sldatlon of a compound of Formula (II) [wherein R is an amino group; R? and R?

" ,,:re as defined in Claim 1] with acrylonitrile, (b} acylation of the resulting compound

o . .r’: . " with N-protected ornitine, {c) removal of the amino protecting groups (P, and P;) and
y ‘/ (d) reduction of the cyano group.

11. A process for the preparation of the compounds of Claims 6 and 7, which process
15 comprises (a) N-alkylation of a compound of Formula (II) (wherein R! is an amino
group; R? and R® are as defined in Claim 1] with acrylonitrile, (b) acylation of the
resulting compound with N-protected ornitine, (c) removal of the amino protecting
group adjacent to the keto-group (P)), (d) reductive N-alkylation with N-protected
amino-acetaldehyde, (¢) removal of the remaining amino protecting group (P;), and (f)
20 reduction of the cyano group.

12. A process for the preparation of a compound of Claim 9, which process comprises (a)
reductive N-alkylation of a compound of Formula (II) [wherein R' is an amino group;
R*and R’ are as defined in Claim 1] with N-protected amino-acetaldehyde, (b)
acylation of the resulting compound with N-protected ornitine, (c) removal of the
35 amino protecting group adjacent to the keto-group (P,), (d) reductive N-alkylation
with N-protected amino-acetaldehyde, (¢) removal of the remainingamino protecting
group (P3), and (f) reduction of the cyano group.

13. A process for the preparation of a compound of Claim 8, which process comprises (a)
N-alkylation of a compound of Formula (II) [wherein R' is an amino group; R? and R®
3 are a3 defined in Claim 1) with acrylonitrile, (b) acylation of the resulting compound
with N-protected ornitine, (c) removal of the amino protecting group adjacent to the
keto-group (P,), (d) N-alkylation with acrylonitrile, (e) removal of the remaining
amino protecting group (P;), and (f) reduction of the cyano group.

'--_--—-...—--__ — -
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A process for the preparation of a compound of Claim 5, which process comprises (a)

acylation of a compound of Formula (IT) [wherein R’ is an amino group; R? and R* are
as defined in Claim 1] with N-protected ornitine, (b) removal of the amino protecting
group adjacent to the keto-group (P,), (c} acylation with N-protected ornitine, and (d)
removal of the remaining amino protecting group (P;).

Aerothricins of any of Claim 1 to 9 for the use in medical th . ®
-

A pharmaceutical composition comprising a compound of a
pharmaceutically acceptable carrier. pork

The use of a compound of any of Claims 1 to 9 for the preparation of medicaments

comprising a compound of any of Claims 1 to 9 for the treatment or pmp_l.x)rlai.:‘s of
mycoses.

A method for the prophylactic and/or therapeutic treatment of infectious diseases

caused by pathogenic microorganisms which comprises administering a compound of
any of Claims 1 to 9 to a human being or an animal.

The invention as described hereinbefore.

b L2

[Printed:13-11-2000 3
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wherein R', R? and R? are as defined in Claim 1; and pharmaceutically acceptable
5 salts thereof.

The present invention also relates to a pharmaceutical composition comprising an
Aerothricin of the Formula (1) and a pharmaceutically acceptable carrier. Furthermore, the
present invention relates to the use of such Aerothricins for the preparation of

medicaments, as well as to processes for the preparation of the Aerothricins of the Formula
10 (I).
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