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'Documento que acredita [a existencia y representacion (egal cuando el solicitante sea persona
‘Prot. 17.398
- Poderes si fuere el caso Protocolo No. 17.398

Documento de cesion del inventor al solicitante ¢ a su causante

Declaraciones
Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud intemacional al castellanc. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internaciconal de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar intemaclonal efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12 X 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el exiranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional

1

FIGURA CARACTERISTICA




2,8€2
T onRDSTRI Y CERCS T
© Radicacion 3 D3047585 Q0000000 Folips: Lli4°
' Fecha (MDY 2003-06-05 16:09:23 ‘l
Vragite 1 011 PCT-PATENT 379 FRSE WCT ALY PRESENTAC
| Dependencias 2020 BIVISION DE HEWS CREACIONES |
R o ST U U
KIT 1 BOO176089-2
A wecimo oriciaL vE cal 1 03 - 32,2
T FECHA t HAYO 9 DE 2003
$388 CONSIGNACION 3uans
DEPOSITANTE TIPD PABD BAKLO CUENTA Wo. PAED  FECHA P8O ™ r. Paso
ESCOBAR URIDE ASOCIADOS CONSISNACION  BANCO POPULAR  030-00110-5 935764 08/05/2003 4,550,000.00
i1t € O N C E P T O sosth
CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 TRAHITES DE SOL. DE PATENTE DE I 100,000.00
s 400,000.00

1 50005-01-01 SOLICITUDES

®

SOM: CUATRCCIENTOS KIL PESAS

TOTAL ¢

; RESPOMSABLE 1 ( a2
7

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEBIENTE Mo.

|




} ANEXOS
k .
| INVENTORES
|
|
1) ERNST KUSTERS

(79427 Eschbach, Alemania );

2. ) HEINZ UNTERNAHRER
( 4303 Kaiseraugst, Suiza ).




Solicito expresamente a nombre de la sociedad

NOVARTIS AG., sociedad constituida de

conformidad con las leyes de Suiza, domiciliada en
Lichtstrasse 35, CH -4056 Basilea, Suiza el
otorgamiento de Patente para la invencién titulada
"PROCESO PARA EL AISLAMIENTO Y
PURIFICACION DE EPOTILONAS ”.

Clase: C 07

JIMENA ESCOBAR URIBE

C.C. 39.779.452 de Usaquen
T.P. 68.228
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From the RECEIVING OFFICE ||+ 1M Dept. PCT PL
Te -1 Fe) i
Bocker, Konrad P "ROTIFICATION OF THE INTERNATIONAL
NOVARTIS AG Y IPSITS' TION NUMBER AND OF THE
Corporate Intellectual Prag 2o - ] RNATIONAL FILING DATE
Patent & Trademark Department—— -
CH-4002 Basel
SUISSE ase (PCT Rule 20.5(c))
Date of malling
(day month[year) 05 02 10
Aprplicant’ file reference
a-;:s;s;ﬂ IMPORTANT NOTIFICATION
Intermational eppiication No. International filing date (daypmonth year) Priority date (day/month/jyear)
PCT/EP 01/ 14771 0571272001 07/12/2000 /

NOVARTIS AG

Title of the invention

1. The applicant is hereby notified that the internstional application hay been accarded the international auplication number and
the international filing date indicated above.
2 mmhmnmmmmmdmmmmwmmummwm International

Buresu on the above date of mailing.

DOﬂn:

* The [nternaticnal Buresu monitors the ransmittal of the record copy by the recetving Office snd will notify the applicant
(with Form PCT/IB/301) of its recaipt. Should the record copy not have been received by the expiration of 14 months from

the pricrity date, the International Bureau will notify the spplicant (Rule 22.1{c)).

Name and maifing address of the Recsiving Office
European Patent Office, P.B. 5813 Patentiaan 2
NL-2280 HY

Tel. {+131- 73
S’ Faxx (+31-70) 330-3016

A RiATEYarD
Tel.: (070) 340.28.55
The Hague

N. Maulliaed

lT?wm PCT/RO/103 (full 1993)




ShectNo. .. 4...

Coztinustion of Box No. Il  FURTHER APPLICANT(S) ANIVOR (FURTHER) INVENTOR(S)
{f none of the following mb-baxes iy ared, dmummumumuh the requens.

Mamo and mwﬂmu brmgaw-mﬂ dertgnation. | This person ix:

B s the cpplicans s Sscte (that is, country) of residence nm,,.,,f,"“" ;e D spplicant onty
KOSTERS, Emst

Gallenwellerweg 1 spplicent and taventor
79427 Eschbach O Bmaried & A vk
DE

Applicant’s registration No. with the Office
State (Mat iz, country) of nationality: State (that s, country) of residance:
DE DE
Ehm pmpom of‘ D W D amwm &“ q:\lf? 2 u“"ﬁe':
Tt st xcse ot cok a’f' e The ooy ””mm This persan is:
hbhwﬂmc&mﬂh‘uw}d‘m Suud D spplicant oaly
UNTERNAHRER, Heinz X spplicant and fuventor
Widhagweg 46 D fvector oty ki heck-box
4303 Kaiseraugst not fill in below,)
CH Appiicant’sregistration No. with tho Office
State (that is, country) of naticnality: State (that is, cowonry) of residence:
CH CH '
Tpernheptcnt R ™ atEmizeg. Roamey [ imeeia
oo s, oy o fr s i ot | T i

Muhwxmmum)qm?u&uwniu MH' D spplicant only

D spplicant and inventor

] &mﬂ?mﬁﬂhbdaw
Applicant’s registration No. with the Office

State (that fr, country) of nationality: Stato (Mhat is, country) of resldonce:
Prrmiwes [Jpee= [Jumermiess, Ority O oimets
N,:‘mamdi#mmﬂmd byfvmfﬁummtﬂcﬂ% This person is:
Bas ircheapplicont’s Staw (Hhat s, couniry) of residence dMZu [] spriicant only
[] ewplicant and toventor
D ?mﬁﬂh%)
Applicant’s registration No, with the Offic

State (that fs, country) of nationality: Smn'tﬁdb.aom)ofmddmﬂ:

T [ fae [|LoEer et (rens [ S

fosﬂnpwpnwol‘

[] Purther spplicants andor (farther) invetors are indicated oa snother contimastion theet

' Porm PCT/ROVI01 {coutinuation sheet) (March 2001) Sex Notes to the requast form

PCTEPO1/14771

&
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Box No.V  DESIGNATION OF STATES Mark the applicchls chech-boxes befow; ot laart ona must be marked,

The following designations are hereby mads under Rulo 4.9(a):
Regional Patent

1 AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambis, KE Kenys, L8 Lesotho, MW Malawl, MZ Mozambique, 8D Sudan,
SL Siema Loone, 8Z Swariland, TZ Unitsd Republic of Tanxanis, UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other Stato which is
a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT

B EA EwrasianPateat: AM Ammenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldava,
RU Russizn Federstion, T Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which Is a Contracting State of the Burasian
Patent Convention and of the PCT

X EP Eoropess Pateat: AT Austria, BE Belgium, CH & LI Switzeriand and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany,
DK Denmark, ES Spain, F Finland, FR France, GB Unlted Kingdom, GR Greece, IR Ircland, IT Italy, LU Luxembourg,
MC Monsco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any other State which i a Contracting State of
the Buropean Patent Convention and of the PCT

O OA OAPFIPstent: BF Burkina Faso, BY Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cbte d'lvoire, CM Cameroon,
GA Gabon, GN Guines, GW Guincs-Bixsau, ML Mali, MR Mauritacia, NE Niger, 8N Scnegal, TD Chad, TG Togo, snd any
other State which is 3 member State of OAPI and s Contracting State of the PCT (1 ather kind of protection or treatment dasired,

speclly on dotted ling) . .. .... e e et te et t e e et e ee et e teaaaanrrnreiaaaas R
National Patent (if ocker Bind of protection or ireatment desired, spectfy on dotted lins}:
% AE United Arab Emirates MGE Georgin, ...oovvrvvernnren.. JMWMalawd.........
& AG Amigua and Barbuda R GHGhme.......ccvenannn . B MX Mexico.................
K AL Albagia............. eerreens 0] GM Qambia 0 M2 Mozambique
Kl AMAmenin.....ooovviiiniinanns K ER Croatla ......c.....t\ .. v+r- KINO Norway
AT Austria.........coeeen - X HU Hungary .......... verrrearan KINZ Now Zealand...........,
JOAU Amstralls ... oevvaeeeeenness XD indonesia ROPL Polind.....ccouvvnninnnnnn..
Kl AZ Azerbaljan Ko Iewi......... e eseeena EIPT Portugal........cvviviennn
X BA Bosmnis and Herzegovina ..., ..... KN India............ Cereraes K RO Romania
............................. K 1SI celand B RU Russian Fedenation . . .........
B BB Bardados MIP Japan.....ccovviiininiinnns s N
R BGBulgarit.......c.vvevernnne v WKEKemya...ovooiienn. veserses [J8D Sudm

BRBfzZl....coooovveeeeennnnnns B KG Kyrgyztmn . ............. ceenns K)SE Sweden
Em' Belarus.o.euinenineiainnnn, EIKP Democratic Peopte’s Republic ] SG Singapare
M BZ Bell26....ooueeeeeeennaanannns of Kores . .vavvnne vevavese . MIST Slovenin............ovnunnns
K] CA Canads KXR Republicof Korea.......ouus s RISK Slovalda......ovvvnnnnnneys .
R CH & LI Switzerland and Licchtenstein S KZ Kazakhstan .................. O SL Siemaleons.................
BONGIE.....ovvviaeinanannnn, B LC SaintLocia WTI Tafikistan .. ......onnenne,
mcocobmbh mw Sri Lanka nmm. ...............
W CR ComRica.......oovvnninnnn. OLR Liberia X TR Tokey............ SETTIOTE
K CUCIE....coeinennrecnnnnnns (LS Lesotho...... e K TT Trinkisd and Tobago ..........
B CZ CzechRepublic............... gt;um Oz o
i DE Germany..... ferrerene b Luxembourg B UA it Republlc of Tanzs . -
B DK Denmark.......coovervnnenst gw:{mﬁ DUGUUM'“"

DM Dominica MA Morosco ., ..., trraes verens . A
07 At vevrivee. IO MD Republic of Moldowa............ R US United St of Amcrc ...
n“ Enuﬂl! .................. eve  trrressssissssciaasrrenss HUZ ............ o
BIES Spabn ...oviiiirriiee e OO MGMadagascar. .......ccocnennsn BVN ViaNm .......... e
WIFT Finlnd....ooooevveeienennnns &) MK The former Yugoslav Republic of [ YU Yugoslavia .................
& GB United Kingdom Macedotin .. ..ovvniareranen ZA South Africa................
R GD Grenads (% MN Mongotia & ZW Zimbabwe . ................
Check-boxes below reserved for designating States which have besome party to the PCT after issuance of this sheet:

B EC. Ecusdor 0E.OM0mn,...... raerreens FURE [ [P
K) PH Philippincs — T [0 coeevenreeneeeesmneneinerenananns

Precantionary Designation Statement: In sddition to the designations made abave, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all
other designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicatod in the Supplemental Box as being
excluded from the scope of this statement, The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation &nd that
myduiunlﬂonwhid:hnotconﬁrmndbdmemcmhﬂmoﬂsmmmm&uhwhnw&dnmwm
applicant at the expirstion of that time limit. (Confirmation (Including fees) must reach the recetving Office within the I 5-month time lbnlt)

Rl

Form PCT/ROV101 (second gheet) (March 2001) See Notes to the request form
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4} . in Box No. T or in the sub-baxes of Bax No. Il the
wm% WW o]

) {f.inBaxNa, Vwmqfw&m(wwobmwd
g’mm. ory.'b!BaxMJ. 2 mmgmm qf

by an indication “continuation
m "t in such case, write Cautbumtaug'
Box No, V™ and tha nams of each State imvolved (ar OAP,
wﬂqh-dumafam\wd&nu(wwo the mumber of
the parens dtle or parent and the dase of grout of
the parent title or filing parent application;

) ;mea:NaVLMmmmuﬂnm-ﬂn
prbrt;lbm n such caze, write ™
of Bax No. ond indicate for esch additional eariler
Wﬁcmwaf&fmﬂm as required
o, VL

2 with regard to the
gmudhﬂa?hh ﬂquuwu‘-ma'mw

&m(s)ﬁmﬁcmof&um in such case, write

achuded precautionary designation
statement” Mmm or twoJetter code of eack
State s0 excluded.

L b‘hwdﬂnﬂmmfﬂmmm@”ﬁ'ﬁw Continuation of Bax No. I

Na.,.'(hdmdumq'ﬁ-waadmm with the exception of. AT (Austria) and US (USA)
; m

Novartis AG Is appficant for all designated States

Continuation of Box No. IlI
Novartis-Erfindungen Verwaltungsgeselischaft
m.b.H. is appiicant for AT (Austria) only.

Form PCT/RO/10) (supplemental aleet) (March 2001)

See Notes 1o the request form
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BoxNo.VI  PRIORITY CLAIM
The pricrity of the following earlier application(s) Is bereby clalmed:
Filing date- Number Whers cartier application
of carbier spplication of exrlier spplication i
(daymonthvear) rational application: | regional application:® [ international application:
country regional Offica receiving Office

item (1)
07 December 2000 | 0028895.0 GB
(07.12.00)

itewn (2)

item (3)

tem (4)

item (5)

[[J Purther peiority claims are indicated in the Supplemental Box.

The reeeiving Office is requested to prepare and transmit to the Intomational Burean a certified copy of the earlier application(s) fonly
mzﬂp@mmmmmmum&wmgmmmammmw
O awieas [ iem@) [J em@ [ iemey [ wem [J weme D50

* Whers the eartier application is an ARIPO indicate ot least one country fo the Parly Convention Protection
Industrial Property or one Member of the Worid Trade Organization for whick that mqpﬁmbuwﬁldﬂhd&ﬂﬂ(b}ﬂl}):..f

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Box No. VI INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholee of International A
Sng;hlng nﬁaﬂﬂﬂ?ﬂ@mum%&cﬁu%mmbwwh

Request to nse remults of eartier search; refercuce to that search (Y an earfier search has been carried out by or requested from the
International Searching Authority):
Dato (daymonihiyear) Number Country (or regional Offics)

Box No. YIII. DECLARATIONS

The following declarations are contained in Boxes Nos. VIII (i) to (v) fnark the appiicable Nurmber of
check-boxes below and indicate in the right column the monber of cack type of declaration): declarations
D Box No. VHI (i) Declarstion as to the identity of the inventor
D Box No. VIII (i) Declaration as to the applicant’s entithement, a3 at the intemational filing
date, to epply for and be granted a patent
[0 BoxNo.VIR(iD Declaration as to the applicant’s entitlemnent, as at the international filing
dats, to claim the priority of the earlier application
D Box No. VIII (iv) Duhﬁonofhvmtmp(odyfwdumofdndedmﬁmofme
United States of America)
[0 BoxNo.VII (v) Declaraticn a3 to non-prejudicial disclosores or exceptions to lack of novelty

Form PCT/RO/101 (third sheet) (March 2001) See Notes 1o the request form
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BexNo.IX CHECKLIST; LANGUAGE OF FILING

This intermational application contains: This interatiomal spplication is accompanied by the following Nurber
the cumber item(s) the check-baxey
® “mm?f i s WQ.MM: befow and indicate in of itemns
w 1. 0 foo calculation sheet 1
:hem 6 | 2.4 original separate power of sttorney 1
m” "‘di m\xﬂn.) 19 3.2 original genersl power of sttorney :
! 4, copy of of sttorney; reference number,
claims 3 oy . RV 36B71 3 37586 | reerer , 2
drawhigs 0 5. [Q statement explaining lack of signatare
of . 20 N ] l.c.hmmt(l)ldmﬂﬁedinBoxNo.Vlu ;
P ber 7.3 tramlation of inscmational application into
mv h% ---------------------------------------
or 8. [J separste indications conceming deposited microorganism
in
S see 1) hetow) i 0,0 umwhmm
2 listing readabls form (indicate
o Tohllﬂﬂhrﬂflh: mj?n mgnbudm Mcn-mu.m«m)
sequence description sobmitted for the f international search
wmﬂmnﬁn ® mnnlelua-mly mu:pmdthn
® 3 only (under Section 801(a)D) @DWW)) ;
®0 b o being fled i whare check-bax mwa)auamammm
fam(mdusmsol(llw the copy for the pasposes of international sexrch uwndey
m(.)“ CD-RNG:M)w the EJRnIu_IJM
: (i) [[] rogether with relevant statement as to the identity
sequence is contained (additional copies listing
copies t0 be o W“"g"’)‘“ edeed o ot e
right cobamn); : .
...................... 10. ] other@pactih .. ..cvvvvoviniveirrenraonseaieiaans |
Figure of the drawiags which Langusge of fillng of tho
should sccompany the abstract: - international spplication;
Box No. X

SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next 1 each sipnatiers, Indicrte che namse of the perxcm sigrding ancd the agpoclly bn whick the persce signs (i sach capactly is sot abvioss from reading the regues)).

In the name of the applicants
The representative

14,11.2001 BECKER, Konrad, AV 36671 + 37588
For recelving Office use only
1. Date of actual receipt of the - y .
R T (05,2 09) 0 5 DEC 200 g
recelved:
3. cmmamwmmwbﬁ
m or
T paried micrnastonal epplication: ©
. tnely ofihem?nnd' not reccived:
4 mmﬁ%m& 12y D
5. Intcrnational Searching Authority 6. Transmittal of search delayed
(if two or mare are competem):  ISA / D mﬂlmvh?ubpddm
For International Buresu uso only
of receipt of the record
%me
Form PCT/RO/101 (last sheet) (March 2001) See Notes to the request form




(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organtzation
Internationa) Burean

{43) Intemational Publication Date
13 June 2002 (13.06.2002)

(10) International Publication Nomber

WO 02/46196 Al

{31) Internationat Patent Classification”™  COTD 493/04

{21) internationsl Application Number: PCT/EP01/14771]
{22) lotermational Filing Date: 5 December 2001 (05.12.2001)

(25) Filing Language: English

(26) Publication Langusge: English
(30) Priority Data:

0029%95.0 7 December 2000 (07.12.2000) GB

(71) Applicant (for all designated States except AT, US): NO-

VARTIS AG |CII/CH]; Lichtstrusse 35, CH-4056 Basle
(Cl1s. ‘

(71) Applicant ifor AT only): NOVARTIS-ERFINDUNGEN
VERWALTUNGSGESELLSCHAFT M.B.H. [AT/AT];
Brunncr Strusse 59, A-1230 Vienna (AT}

72) Imventors: and '/

(
(715) laventors/Applicants (for US onby): KOSTERS, Erust
[DI/DE}; Gollenweilerweg 1, 79427 Eschbech (DE).

UNTERNAHRER, Helnx (CH/CH]; Widhagweg 46,

/ CH-4303 Kaiserangst (CH).

(74) Ageat: BECKER, Koorad; Novartis AG, Corporate In-
tellectual Property, Patent & Trademark Depx., CH-4002
Basel (CH). -

(81} Designated States (national): AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ,BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, Q. CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, ER, ES, H, GB, GD, GE, GH,
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK,
LT, LU, LV, MA, MD, MK, MN, MX, NO, NZ, OM, PH,
PL,PT,RO, RY, SE, 53, SL, SK, TJ, T™M, TR, TT, UA, US,
UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW. ’

{84) Desigusted States (regfonal): Burasian patent (AM, AZ,
BY, KG, KZ, MD, RU, T, T™), European patent (AT, BE,
CH, CY, DE, DK, ES, R, FR. GB, GR, IE, IT, LU, MC,
NL, PT, SE, TR).

Published:
—  with international search report

For two-letier codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
arce Noles on Codes and Abbreviations” appearing at ihe begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazslie.

02/46196 Al

(54) Title: PROCESS FOR THE ISOLATION AND PURIFICATION OF EPOTHILONES

o (ST) Abstract: The invention relates W a desorpiion process for epothilones, especially epothilone A and/for epothitone B, from

=

resins and new production, work-up or purification processes or manufacturing methods for epothilones comprising satd desorption
process, as well as tho use of certain solvents for the desorption of epothilones from resins.




22.08.2002

4 -21672A PCT
Peter Roth EPO1/14771

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

P nomiricatiod BetlihvRenter

NOVARTIS AG

Corporate Intellectual Property THE INTERNATIO!
Attn. Becker, Konrad

Patent & Trademark Department
CH-4002 Basel

NOVARTIS AG

SWITZERLAND

Dats of mating

(cmy/monthyear) 22/03/2002
Applicant's or agent's flle reference
4-31672A ’ FOR FURTHER ACTION  Goe paragraphs 1 and 4 below
intsrational application No. intemational fling date
PCT/EP 01/ 14771 (Gayinoniyeer)  05/12/2001
Applicant

1. [X] T appicant is hereby notified that the intamational Gearch Report has been established and Is ransmitted herewith,

Flling of amendments and statement under Articls 18;
Thoappﬂwuuemmum»ma.bamdmmoﬂulmmmn(mmw)'

When? The time limit for such amandments is normally 2 months from the date of tansmittal of the
Intermational Search howsver, for more detads, see the notes on the accompanying shest.

. Switzoriand
Fasaimile No.: (41-&) 740.14.36
For more detalled Instructions, see the notes on the accompanying shest.

2. D The appiicant is hereby notifiad that no intemational Search Report will be sstabliished and that the  dectaration under
Articis 17(2){a) to that effect ts transmitted herewith.

3. D Whh regard to the protest against payment of (an) addiional fee{s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

D the protest togethar with the decision thereon has been ransmitied 1o the Intermational Bureau together with the
applicant's request 1 forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

D no decision has bean made yet on the protest; the appiicant will be notiffied as soon as a decision ks made,

4. Further aotion{sx  The appiicant Is reminded of the following:

Shortly after 18 months from the priority date, the international application will bs published by the intemational Bureauy.,
if the apphicant wishes to avoid or postpons publication, a notice of withdrawal of the internationsl application, or of the
priority ctalm, must reach the intemnational Bureau as provided in Rules S0bis.1 and 900is.3, respeciively, betore the
complation of ths tschnical preparations of Intematonat publicason.

Within 19 montha from the pricdty dats, a demand for Intermnational preiminary examination must be fled i the epplicant
wishes & posipane the sntry into the nasional phase until 30 montha from the priority data (in some Offices even later).

Within 20 months from the priority date, the epplicant must perform the prescribed acts for entry Into the national phase
before all designaed Offices which have not been elacted in the demand or In a later glection within 18 months from the

priovity date or could not bs elacted bacause they are not bound by Chapter |1,

Name and maliing address of the Intemational Searching Authorlty | Authorized officer

“—=N_ Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Paientaan 2
NL-2260 HV Rijswilk Sandrine Parriche
Tal. (+31-70) 340-2040 Tx. 31 851 8poO nl,

Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCTISA220 (July 1988)
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NOTES TO FORM PCTASA/220

These Notes are intended to give the baxio Instructions conceming the Sing of amencdments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Paient Cooperation Trealy, the Reguistions end the Adminisirative Instructions
uncler that Treaty. mmdmmmmmmmmhmnw For moro
detafled information, see also the PCT Applicant’s Guide, a publication of

in thess Notes, “Article”, “Fuile”®, and “Section” refer to the provisions of the PCT, the PCT Regutsiions and the PCT '
Administrative Instructiona respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

mwmmmmmwmmmmumnm¢m
intamational spplication. & du.idhmwbounphdndmd mamdhmw(m

description and drawings) may be smended during the inlemational preliminary sxamination theiw is usu

thbmdhﬂuMMiﬁ-mﬁMcghmthbh

for the purposss of provisional protaction o has another rezson for amending the olaims belore intemstional pbulication,
Furthermote, R should be emphasized that provisional protection is available in sorme Gtates only.

What parts of the International application may be amended?
Under Article 19, only tho claims may be amended.
During the intemational phase, wmwuummmmmmum

the intemational Pretiminary Examining Authorlly. The deseription and drawings may only bo amended undar
Asticle 34 befora the intemational Examining Authorlly.

-Uponmhounndbndwm all parts of the international application may be smended under Artivle 28
or, where spplicable, Article

When? mammmmanmuammndmdummwmmmmmm
dats, whichever tms fmit sxpires later. Il should be noled, however, thal the amendmaents will be coraidersd
a8 having been recsived on lime i they are raceived by the Intemational Bureau after the. expiration of the

time SmR butt befors the conpiletion of the technioal preparations for inlemational publioation
(Ruis 45.1).

Whaore not to file the smendments?

The amendments may only be fied with the indemational Bureay and not with the receiving Offos or the
intemational Searching Authority (Rule 48.2).

Whare & demand for intemational prefminery examination has been s filad, see below.,

ons of more of the daims as fled.

A replacement sheet must be submitted for sach sheet of the daims whioh, on acccunt of &n amendment or
amendments, differs from the shest originally fled.

| All the cleims sppearing on a replacement shest must be numbered in Arabic numerals. Where a olaim b
MMWNMMMbmhdMMdManM
b renumbered consscutively (Administrative Instructions, Seotion 205(h)).

The amendments must be made In e lenguage in which the intemational spplication lo to be published,

|
:
!
|
' How? Either by canoslling ane or more entire claims, by adding one of more new ctaima or by amending the text of
|
|
|

What documents ritistAnay sccomparry the smendments?
Latter (Section 205(b)):
The smendments must be submithed with & letter,

Tha letter wil nol be published with the intsmational application and thw amended daims. | shouid not be
confused with the "Statement under Articls 15(1)" (sse below, under "Staternent under Artiole 19(1)".

|

|

|

\ The lotter must be in English or Franch, at the choloe of the applicest. However, I the tanguags of tho

' intornational application ts English, the leiter must be in English; if the lenguage of the Intemnational zpplication
‘ s French, the letier must be in French.
|

|

Noles to Form PCTASA/220 (frst sheet) (January 1994)
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NOTES TOF RM PCT/ISA/220 {continued)

The ietier must indicate the differsnces between the olaims ss Sled and the olaime s amended. k must, In
particulas, indicate, in connaction with each clsim sppsaring in tha international application (R being undenstood
that identioal incications conoaining several olaims may be grouped), whother

() the olaim is unchanged,

{i) the olaim is cancelled;

(W) the claim is new;

(w) the claim replaces one or more olaims as Kled;

‘M the claim is the result of the division of a claim as fled.

The following sxamples [ustrate the manner in which amendisents mustbe explained In the
accompanying letter: ;
1. ghmuidmlyﬂnum 48 olairns and after ameandment of some claims there are B1]:

aiems

1 40 29, 31, 22, 34, 35, 37 io 48 replsced by amended claime bearing the same numbers;
dlairne 30, 33 and 38 unchanged; new claims 49 lo 51 added.”

2 [gw-w&m.mﬂd&mudnﬁumuddﬂrnﬂmmﬂ]:
sine 1 to 15 replaoed by amended claime 1to0 11.°

3 Wuﬁ?ﬂy&mmﬂd&mcﬂﬂnmwhuﬂummmhm
new claims
‘G&u1b6ud14undmmd;ddm7b1amlod.mddm18 18 and 17 added.” or
“Claims 7 to 13 oancsiled; new claims 15, 18 and 17 added; all other claims unchanged.”

4 various kinds of amandments are made}
1-10 claima 11 t0 13, 10“19“%1&15“18”“%”
olsim 14; claim (7 itomnd.dddtmiﬁ.‘l&“i? mmmmmm

“Statement under article 18(1)" (Rule 48.4)

Tha amendments mey be acoompanied by a statsment explaining the amendments and indicating any impact
mnuﬂWMMmuwmuammmwmm i

The stalemant will be publishad with the intemational application and the smended claims.
R must be In the language In which the intsrnationsl appplication is to be published.
ik must be briet, not excesding 500 words # in English or if tranelated into English.

1t shouid not be confused with and doss nat replace the letter indioating the differences between the clakms
a8 fied and as amended. it must be Rled on a separsie sheet and must be identifed ae such by o heading,
prefersbly by using the words *Statement under Article 18(1)." i

report may be made only in connection with an amendment of thal claim, g

Consasquence N & damand for intssnational preliminary examination has siready been tiled

e e
besn same

intem i , also Ble & copy of such Prediminary Examining .
Authority (see Rule 62.2(-),&-1 sentence).

Conssquance with regard to transiation of the international applicstion for sntry into the nationsl phase

The spplicant’s altention is drawn to the fact thal, mmmmmmm a translation of the
claime as amended under Article 19 may have 10 be furmnished to the designatedielectsd Officss, instead of, or
in addiion to, the transiation of the claima as fled. ,

For hurther details on the recuiraments of esch designatedieiscted OMfios, see Volume U of the PCT Applicant'o
Guido.

|
|
|
|
|
\
|
|
7

msoocuq «XGISAZZONOENPA | »

|

|
|
|
|

Notes to Form PCTASA/220 (seocond sheet) (Jarwary 1994)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agents fie reference FOR FURTHER %9° Notification of Transmitial of Intlemational Search Report
PCTASA/220) a8 wel a8, where appicable, tem & below.

4-31672A ACTION o onwetse

Intemationa) appiicaton No. Imemnational fing Gaie (day/montiysar) | (Earest) Priorly Date (day/manthyear)

PCT/EP 01/ 14771 05/12/2001 07/12/2000

Appicam

NOVARTIS AG

This inlemational Seerch Report has been prepared by this international Ssarching Authority and Is transmitted to the applicant
according to Articie 18. A copy Is being transmitted to the International Bureau.

This Intemational Search Report consists of a total of 5 shests.
It Is also accompanied by a copy ot each prior art document cited in this report,

S U —— e e —

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the intemational search was casmied out on the basls of the intamational eppilcation In the
language in which it was filad, untess oiherwise indicated under this Rem. ,

D the Intemational earch was carmmed out on tha basls of a tranalation of the intemational application fumnished to this
Authority (Rute 23.1(b)).

b. With rogard to any nucieotide and/or amino acld sequence disciosed In the international application, the intemational search
was carmed out on tha basis of the sequence listing : o
contained in the International application in written form.

fied topether with the intemational appilcation in computer readable form.
furnished subsequently to this Authortty in written form.
furnished sibseguently to this Authority in computsr readble form.

the statament that the subsaquently furnished written sequence sting doas not go bayond the declosure In the
Intemational application as filed has been fumished.

the statement that the information recorded in computer readable form is identical to the writton saguenca listing has been
furnighed

Ceriain claims were jound unsearchable (See Box ).
Unity of invention Is lacking (sea Box 1i).

O O 00000

4. With regard 1o the Hiie,
[X] thetextis eppraved as submitted by the epplicant
[] thetexthas been established by this Authority 10 read as follows:

5. With regard 1o the abstract,

the text s approved as submitted by the applicant,
D tha text has baen astablished, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears In Box ifl. The appiican may,
withinn one month from the date of mailing of this iInternationat saarch report, submit comménts to this Authority.

8. The figure of the drawings to be pubshed with the abstract Is Figure No.
[[]  assuggesd by the appiicant,
[[] because te appiicant falied to sugges! a figure.
[] because this figure better characterizes the invention,

m tNone of the figures.,

Form PCY/ASA/210 (trst sheet) {July 1998)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intermational Application No
PCT/EP 01/14771

A, oF
TPC 7 C07D493/04

Agcording to Imternational Patent Classification (3PC) or t0 both national classification and PO

B. RELDS SEARCHED

4 Minimum documentation searched (classiication sysism followed by ciassification symbola)

IPC 7 CO7D

Documentation saarched olber than minimum documeniation (o (he exient that such documents are included In the Nelde ssarched

Electronic data bass consulted during the intemational seerch (name of dala base and, whem practical, search terme used)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BEILSTEIN Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory * | Chation of docurnent. with indication, whare approprizie, of the relevan passages Relevan! 1o calm No.
X WO 99 42602 A (NOVARTIS ERFIND VERWALT 1,7,9,12
GMBH; NOVARTIS AG (CH)) ‘
26 August 1999 (1999-08-26)
Claims 12~14; pages 37-38, example 3; page
9, paragraph 2, .
A WO 93 10121 A (CIBA GEIGY AG; BIOTECHNOLOG 1-13
FORSCHUNG GMBH (DE))
27 May 1993 (1993-05-27)
Page 8, last paragraph.
A WO 98 22461 A (BIOTECHNOLOG FORSCHUNG 1-13
GMBH; GERTH KLAUS (DE); HOEFLE GERHARD
(DE)) 28 May 1998 (1998-05-28)
Claim 1, step ¢.
-f—

m Further documends are Fsied in the continuation of box C.

[:] Patert tamily merbers ars Rsted In annex.

* Specixl categories of cited documents :

'A* gocumant defining
considered 1o be of particular relevance

*E* sarier document bul published on or aftar the international
fing date

"L* decurment which
which is ched t0 the

the general siale of tha an which ks not

hrow doubds on claim(s) or
wblulpk‘mhgcdm)m«

T taler document published
or priority date end not in condlict with the
cited to undarsiand the principle of theory undariving the

particutar redovance; the claimed invention
cannal be consicersd noval or cannot be considersd 1o
Ivoive an inventive step whon the document ia taken alons

sier the infemetionyl filing dale
appication bul

chation or other spacial raason (as specilied)

*QF documant reterming 1o ah oral disclosure, use, axhidiiion or
other mesns

*P* document published prior 1o the infermational fing date but
tmtgr than the priofity dale clalmed

mﬁmmmmw- person skiled
*a' gocument membaer of tha same patent tamily

Dai# of tha aciual compietion of the intemationas search

6 March 2002

Oats of making of the iInlemational search repor

22/03/2002

Name and mailng address of the 1SA
Europasn Paten! Office, P.B. 5618 Patentiasan 2
NL - 2260 HV Riiswik
Tek {«31-70) 380-2040, Tx. M1 651 epo nl,
Fax (+31-70) M0-3018

Authorized officer

Wetisbrod, T

!
I Form PCTASAZ10 (second sheel) iy 1002)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

internationsl Application No
PCT/EP 01/14771

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Clation of document, with InCicaiion, where appropriste, of the relovan passages

Relevant 1o ciwim No.

A

NICOLAOU K C ET AL: "Probing the ring
size of epothilones: total synthesis of
;14!-, *161-, ‘17!'-, and *18!Epothilones

VERLAG CHEMIE. WEINHEIM, DE,

vol., 37, no. 1/2, 1998, pages 81-84,
XP002131226

ISSN: 0570-0833

the whole document

Epothilones”

VERLAG CHEMIE. WEINHEIM, DE,
vol. 37, no. 15, August 1998 (1998-08),
pages 2314-2045, XP00213141
ISSN: 0570-0833 _
" Tables 2-6.

REICHHARDT, C.: "Solvents and Solvent
Effects in Organic Chemistry, 2nd. ed."
1988 , VCH , WEINHEIM XP0QQ2192137

Page 60, 1ines 5-7: "the term polarity

defined”.

ANGEWANDTE CHEMIE. INTERNATIONAL EDITION,

NICOLAQU K C ET AL: "Chemical Biology of
ANGEWANDTE CHEMIE. INTERNATIONAL EDITION,

itself has, until now, not been precisely

1-13

1-13

1-13

Forn PCTASASZ10 (continuition gl second shwel} (July 1962)

page 2 of 2
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intemationat Appication No. PCTEP 01 A4771

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

Continuation of Box 1.2
Claims Nos.: 1 and 3-13 (a)) part)

The present claims 1 and 3-13 relate to processes comprising desorbing
epothilones from a resin respectively the use of a weakly polar or apolar
solvent for desorbing epothilones from a resin. The term epothilone,
however, 1s not precisely defined in the technical field. Along with the
parent compounds, 1.e. the l6-membered thiazole-comprising macrolides
epothilones A and B, the term epothilone and epothilone derivative
fncludes inter alia 14- to 18-membered macrolides with or without
annelated oxirane ring, compounds with modified configuration of :
stereocentres or modified geometry of double bonds, as well as compounds
wherein the side-chain thiazole has been replaced (cf. Angew. Chem. Int.
Ed. 1998, 37, pp. 81-83, and pp. 2015~2045). The said claims relate thus
to methods and uses for the desorption of an extremely large number of
diverse possible compounds. Support within the meaning of Article 6 PCT
and/or disclosure within the meaning of Article 5 PCT 1s to be found,
however, for only a very small proportion of the claimed methods and uses
i.e. for the desorption of natura) epothilone B (cf. examples). In the
present case, the claims so Jack support, and the application so lacks
disclosure, that a meaningful search over the whoie of the claimed scope
is impossible. Consequently, the search has been carried out for those
parts of the claims which appear to be supported and disclosed, namely
those parts directed to methods and uses relating to the natural
16-membered epothilones A-F.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an =
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
is advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This ts
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.

(%




ﬁ )
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A

Intemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP 01/14771

Box1 Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of ltem 1 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been established In respect of certain daims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. I:l Clans Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authortty, namely:

2 ]I] Claims Noa.: 1 and 3-13 (all part) ,
because they relate to parts of the Intemationat Application that do not comply with the prascribed requirameants to such
an sxient that no meaningful Inemational Search can be carried oul, specifically; '

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

1
t

3. D Claims Nos.:
because they aré dependent claims and are not drafed In accordance with the sacond and third santences of Fuls 8.4(a).

Box | Observationa where unity of invention is lacking (Continuation of tam 2 of first shoet)

This Intemnational Searching Authority found muttiple inventions in this intemational appiication, as follows:

1. D As 8il required additional ssarch fees wers timely paid by the applicant, this intarnational Search Report covers al
saarchabla clama.

2. D As &l ssarchable ciaims could be searched without effort justifying an additonal fee, this Authority did not imvite payment
of any additional fee,

3 As mdmmammtuamMMWWMhbmmﬂmdmmm(
Dm?n”mwmwnsummiuamm,wmwmmm.: )

!

4. Noroqhtdaddﬂm&mrdnhumﬁmﬂypﬁdbymoapwmtmmw.mlmmﬁms«mnoponlt
Dnmnmmmmmmhmmmnmwm-m: :

Remark on Protest Dmmwmbummmwuwsgm

D No protest accompanied the payment of addftional saarch fees.

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1998)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

Intemational Application No
PCT/EP 01/14771

Publication

Patent documaent Publication Patgnt tamily

cltnd In search report date member(s) date
WO 9942602 A 26-08-1999 AU 3028799 A 06-09-1999
BR 9908119 A 24-10-2000
CN 1291239 T 11-04~2001
WO 9942602 A2 26-08-1999
EP 1054994 A2 29-11-2000
HU 0100855 A2 28-06-2001
NO 20004114 A . 17-10-2000
PL 342423 Al 04-06-2001
SK 12402000 A3 10-05-2001
TR 200002431 T2 22-01-2001
us 6194181 Bl 27-02-2001
WO 9310121 A 27-05-1993 DE 4138042 Al 27-05-1993
’ AU 2943792 A 15-06-1993
Wo 9310121 Al 27-05-1993
W0 9822461 A 28-05-1998 AU 5483798 A 10-06-1998
BR 9713363 A 25-01-2000
CN 1237970 A 08-12-1999
74 990175¢ A3 15-09-1999
Wo 9822461 Al 28-05-1998
EP 0941227 Al 15-09-1999
HU 0000497 A2 28-06-2000
JP 2001504474 T 03-04-2001
, NO 992338 A 14-05-1999
PL 333435 Al 06-12-1999
JL 408119 B 11-10-2000

ZA " 9710384 A

18-05-1999

1

. i e

I

Form PCTASAIZ10 (paterd tarnlly annex) Liuly 1962)
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10.08.2002 VT
4 -31872A PCT
PATENT C( Peter Roth EPO1/14771
Fu:r?éﬁt;i;monu PRELIM] P
NARY EXAMINING AUTHORITY
— CT
GROSS, Florent P+ TM De t
NOVARTI Pt
8 46 WRITTEN]OPINION

Corporate Intellectual Property
Patent & Trademark Department
CH-4002 Basel

(PCT Hue 66) 12 Juni 2002

NOVARTIS AG ET AL.

SUISSE APPL | M/ | FrL TPsrs]
Kepien:
Date of mailing
{ cay fmonth [ysar ) 1070672002
Applicant’s ar agent’s flle reference - REPLY DUR 2 /00
- within .
4-316724 B oo g ol
International zpplication No. International Aling date {day/month/year) Priority dute {day/month/year)
PCT/EP 01/ 14771 05/12/2001 07/12/2000
International Patent Classification (IPC) or both nalicnal classificstion and IPC
C07D493/04
Applicant

1. mmoﬁmmuuufkndrmupuywm.umﬂmnm:\u&m.
2. This opinion contalna indications relating to the following itemnse:
1 [(X] Basis of the opinian
i [] Priorty
i1 [X] Non-establishment of opinion with regard to novelty, nventive step and industrial applicability

tv [] Lack of unity of tnvention
v Reasoned staternent under Rule 66.2 with lrdt.onowhy inventve or indusntrial applicability;
IZ] duﬂmnnduplm:ﬂmlmppu‘d:élﬂ b P

vl ] Certain documents cited

VII [] Certain defects in the international appiication

Vill [] Certain observations oo the internazional appiication

3. The applicant is heseby invited to reply to this opinion.
to grant an extension, see Rule 66.2(d).

How? By submi a written reply, scoompanied, where sppropriate, by smendments, according to Rule 66.3.
Fzrthof;‘r'nlsuﬂdnlmumdthemu. Rules 66.8 and 66.9.

Abo For an additional to submi mdmmn,mkﬂo“&
For thm examiner’s on to consider amendments and/or o Rule 66.Abir.
Famwmmmwimmcum see Rule 66

I po reply is filed, tm international prefiminary examination repart will be established on the basis of this opipion.

4, "l'heﬂnﬂdncbyﬁidnluhmaﬂouﬂpuﬁmh:n
examination report must be entablithed according to Ruls 69.2 is: n7/04/2003

FA”« A

Whea?! Sce the time [imit indicated above. The spplicant may, hefmthcxpi‘ndmufthndmtﬂnﬂt.nm:hhmnhority

|
'

Name and mailing address of the IPEA/ Authorized officer /9’
Q D_egggm Patent Office Examiner :
) Tel (+49-39 2399-0, Th: 523656 epmu d Formalities ﬁm q
a7 pax: (+49-89) 2399-4465 ﬁ(mﬂm) Ju m%mm \h
“Form PCT/IPEAJADS (cover sheet) (march 2002) D
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WRITTEN OPINION Intemations application NoPCT/ EP 01/ 14771

118

NB:

Basis of the opinion

The basis of this written opinion Is the application as originally filed. ‘

Non-establishment of opinlon with regard to novelty, Inventlve step and industrial
applicabliity ,

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an
inventive step, or to be industrially applicable has not been and will not be the subject
of the intemational preliminary examination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2){a) or (3) and Rule 66.1{e) PCT; see also Intemnational search report).

Reasoned statement under Rule 86.2(a)(Ii) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabillty

!
!

To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see item
Il above), the following is pointed out:

in light of the documents cited In the intemational search report, it is considered that the
invention as defined in at least some of the claims, which have been the subject of an
international search report, does not appear to meet the criteria mentioned in Article 33(1)
PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to Involve an inventive step (see interational

search report, in particular the documents cited X arid/or Y and corresponding claim references)

If amendments are filed, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as .
originally filed {Article 34 (2) (b) PCT) otherwise these amendments may not be taken

into consideration for the establishment of the international preliminary examination report.
The attention of the applicant is drawn to the fact that if the application contains ‘

an unnecessary plurality of independent claims, no examination of any of the claims will be

carried out.

Should the applicant declde to request detalled substantive examination, then an
international preliminary examination report will normally be estabiished directly. :
Exceptionally the examiner may draw up a second written opinion, should this be exphcitly
requested.

Form PCT/40BAE2 (EPO-08-2002) P20725 _ i
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PATENT COOPERATION TREATY
L Az 5 TW Dept.
! PcteT Rath EP01I14T71 Rn* °p

" | aRoss, Fiorent }ﬂ*/ 1. Sep. 2002 PCT

' | NOVARTIS AG

" e | Pro APPLY M/D | F/L fPsrrs] f

; S octual Depa;’;:gm Koplan: WRITTEN OPINION

. | CH-4002 Bassl

| SUIssSE (PCT Rule 66)

| Date of maltng ‘

i (dayimonthiear) 16.00.2002

i | Applicants or agenfs fie reference REPLY DUE within 3 month(s)

' | a-31672A ) mmmmamg
infarmnational epplcation No. Intemational Bling date (dayimonthear) Prioty date (dey/monthvysar)
PCT/EPO1/14771 05/12/2001 07/12/2000 '
ntermational Patent Classificaton {IPC) or both naional ciassiiication and IPC
CO7D483/04 ‘

Applicant

’ + | NOVARTIS AG ET AL

1. This written opinion is the first drawn up by this Intemational Prefiminary Examining Authority.
2. Thiaoplnbnoontakwlndbailonsralatingmﬂnefoﬂwmm

! |

I
it
v
v

Basls of the oplnion

Prority

Non-establishment of opinion with regard to novetty, inventive step and industrial applicability
Lack of unity of invention

Reasoned statement under Rule 66.2(a}{li} with regard to novelty, inventive step or industrial applicabiity;
citations and explanations supporting such statement

Cartaln document clted
o vil Cartain detects in the internationa) application
! Vil Canaln observations on the intemational application

3. The applicant is hereby invited to-reply to this opinion. . ,

Sase the tme Wit iIndicaled above. The applicant may, belors the expiraion of that ime Bmilt,
request this Authorlly to grant an éxtansion, sae Ruta 88.2(d).

When?
How? By submitiing a written reply, accompaniaed, where appropriate, by amendments, according to Rule 66.3.
Also

vi

000 BOROR

For the form and tha language of the amendments, soe Rulss §8.8 and 68.9. t
: For an additonal cpportunity to submit amendments, sse Rule 66.4.

' For the sxaminer's obligation to consider amendments andfor arguments, see Ruls 606.4 bis.

' Fof an informal communication with the examiner, see Rule 68.6.

! t no raply Is flled, the [ntemational prefiminaly examination repart will be estabilshed on the basls of this opinion.

! | 4. Tho final date by which the intemetional
[ mmmmmmmmmhmwzb:wmm '

' [ 'Name and mafing addresa of the Intemstional Authorized officer / Examiner
prﬂhr&myomummty' lsbrod
European Patent Office We T
Q D-50268 Munich Formaities officer (indl. extension of me Imis)
Tel. +49 89 2399 - 0 Tic 523656 spmu d Ferro Vasconcelos, M
Fax +49 89 2399 - 4485 Telophona No. +49 89 2309 7906

Form PCTAPEA/408 (Cover sheet) (January 1994)
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L Basis of the opinion ;

1. Wih regard to the elements of the mtemaﬁonalappllcaﬁon(ﬁap!aoementshommwhhavemﬁmmdm

|
|

i WRITTEN OPINION International application No. PCT/EP01/14771
| :

1

E memcafvlngomcaMmsponsotaanmvftaHonunderAmbb14ammfenadrohmﬁsopa1bnaa'aiglnawmo‘7
|

Description, pages: ‘

|

i 1-189 as originally filed :
; :
} Clalms, No.: . |
; 1-8,10 (part) as orginally filed
| ' i
\

10 (part),11-14 with telefax of 05/08/2002 '

| 2. With regard to the language, all the elements marked above were available or fumished to this Auﬂwrlty inthe
! language in which the intemational applicaﬂon was filed, unless otherwise indicated under this item.

. These elements were available or fumished to this Authority in the following language: , which Is:

O the language of a translation fumished for the purposes of Ihe international search (under Rule 2$ 1(b)).

[ O the language of publication of the international apptication (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation fumished for the purposes of interational preliminary examination (undar Rule
| 65.2 and/or 55.3). : ‘

. 3. With regard to any nucleotide and/or amino acld sequence disciosed In the international appllcaﬁonl. the
| intemnational preliminary examination was carried out on the basis of the sequencae listing:

i

contained in the intemational application In written form, !
filed together with the internationat application in computer readable form. ‘
fumished subsequently to this Authority in written form,

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the dlédosure in
the international appiication as filed has basen furnished. ;

The statement that the information recorded in computer readable form Is kdentical to the written sequence
| fisting has been fumished.

O ogooa

. 4. The amendments have resultad in the cancellation of:

. O the description, pages:
" O theclaims, Nos.:

' O the drawings, sheets:

|
Fm'+ﬂ PCTAPEA/408 (Boxas 1-Vill, Sheet 1) {(July 1998)

| -

|
| | ?
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5. 00 This report has been established as if (some of) the amendments had not been mads, alnceﬂ'leyhavabeen
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)):

(Anym}placemnsheatomtafnmgsud:ammsmm referred to under ffemn 1andannexedtothls

| 6. Additional observations, if necessary: ,

i

'
Ill. Non-eatablishmeant of oplnlori with regard to novelity, Inventive step and industrial appllcéblllty

- 1, The questions whether the claimed invention appears to be novel, tomvolveanlnvenﬁvaahap(tobenon-
‘ cbvious), or to be industrially applicable have not besn and will not be examined In respect of: :

0 the entire international application,
® claims Nos. 1,3-14,

. because:

O the sald intemational application, or the sald claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an intemational preliminary examination (specif):

O the description, claims or drawings (/ndicate particular elsments below) or sald claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion coutd be formed (specify):

O the claims, or sald claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
L coukd be formed.

® no intemational search report has been established for the sald claims Nos. 1,3-14.

2. A written opinion cannot be drawn due to the failure of the nucleotide and/or amino acid sequence Ilsting to
' comply with the standard providad for in Annex C of the Administrative Instructions:

0 the written form has not been fumished or does not comply with the standard.
) the computer readable form has not been fumished or does not comply with the standard,

" V. Reasoned statement under Rute 68.2(a)(il) with regard to novelty, inventive step or Industrial appllcabllltr
. citations and explanations supporting such statement

' 1., Statement .
Novelty (N) Clalms 1,7,9,12,13 .
' Inventive step (IS) Claims 1-4,7-13

industrial applicabllity (JA) Clalms

Form PCT/IPEA/408 (Boxes VI, Sheet 2) (July 1988)

|
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. 2. Chations and explanations
soe separate sheet

Form PCTAPEA/408 (Boxes I-VIll, Sheet 3) (July 1998)




WRITTEN OPINION Intemational application No. PCT/EPQ1/14771
SEPARATE SHEET '

Beltem !

Basis of the opinion

1 The amendments filed by FAX of 05.08.2002 comply with the requirements of
Article 19 PCT, since they do not introduce subject-matter which extends beyond
the application as originally filed. .

2  The application is directed to
(i) aprocess for desorbing epothilones from a resin, sald process making use

of a weakly polar or apolar solvent (claims 1-6 and 8); ;

(i) a process for the isolation of epothilones comprising '

(a) the desorption of the epothilones from a synthetic resin with a weakly
polar or apolar solvent, and

(b) separation of the epothilones by reversed-phase chromatography with
a nitrile/water mixture (claims 7, 8, 11, 12);

(lii) a process for working up epothilones comprising the steps of

(a) desorbing the epothilones with a weakly polar or apolar solvent,

(b) removing the solvent used for desomtion by evaporation,

(c) separating the epothilones by reversed-phase chromatography by
eluting with a nitrile/water mixture, and removing the nitrile by
evaporation, and |

{d) recrystallizing a purified epothilone (claims 9-12); as well as

(iv) the use of a weakly polar or apolar solvent for the desorption of epothilonés

from a resin (claims 13-14).

.Bs_lt_o.m_lll

Non-gstablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and '
industrial applicability '

The ISA has issued only a partial search report for the original claims 1 and 3-13,
insofar as these claims concem methods or uses which relate to the natural
epothilones A-F. For such partially searched claims it is not possible to determine
whether, and if so to what extend, the matter to which said claims relate is novel and
might involve an inventive step. No full Intemational Preliminary Examination will thus
be carried out with regard to novelty and inventive step insofar as the amended claims

f
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1 and 3-14 do not relate to the natural epothilones A-F (cf. Rule 66.1(e) PCT).

ReltemV
Reasoned statement under Rule 668.2(a)(il) with regard to novelty, inventive step

r Industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1 Reference is made to the following documents:

D1: WO-A-99 42602, 26.08.1999,

D2: WO-A-93 10121, 17.05.1993.

D3: WO-A-98 22461, 28.05.1998.

D4: Nicolaou, K. C. et al. Angew. Chem. int. Ed. 1998, 37, 81-83.

D5: Nicolaou, K. C. et al. Angew. Chem. Int, Ed. 1998, 37, 2015-2045.

D6: Reichardt, C. Solvents and Solvent Effects in Otyanic Chemistry, 2nd. ed.,
VCH, Weinheim 1988, p. 60.

D7: Snyder, L. R. J. Chromatogr. Sci. 1978, 16, 223-234, ’

The document D7 has not been cited in the Intermnational search report, but is
mentioned in the application. A copy is annexed to this opinion.

2  The application does not comply with the requirements of the Arlicles 5 and 6 PCT
for the following reasons.

2.1 Present claims 1 and 3-14 relate to procassas comprising desorbing epothilones
from a resin respectively the use of a weakly polar or apolar solvent for desorbing
epothilones from a resin. The term epothilone, however, is not precisely defined in

. the technical field. Along with the parent compounds, i.e. the 16-membered

thiazole-comprising macrolides epothilone A and B, the term epothilone includes
inter alia 14- to 18-membered macrolides with or without annelated oxirane ring,
compounds with modified configuration of stereocentres or modified geometry of
double bonds, as well as compounds whaerein the side-chain thiazole has been
replaced (see e.g. D4 and D5). The said claims relate thus to methods and uses
for the desorption of an extremely large number of diverse possible compounds.

Support within the meaning of Article 6 PCT and/or disclosure within the meaning

of Article 5 PCT is to be found, however, for only a very small proportion of the

claimed methods and uses l.e. for the desorption of natural epothilone B (cf.
examplqs). In the present case, the claims so lack support, and the application so

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-Aprll 1987)
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lacks disclosure.

3.2 The vague term "weakly polar solvent® used In the claims renders the claims 1-4,
7-11, and 13 unclear (see e.g. D6, page 60, lines 5-7). Furthermore, the term
"lower”® in lower alkyl etc. has no precise meaning with regard to the number of
carbon atoms which define such lower groups, thereby resulting in a lack of clarity
of the claims 5, 6, 9, 10, and 14. aw;»f X

3.3 In addition claim 9 has to be objected under Article 8 PCT for listing a plethora of —
optional and thus unnecessary, non-limiting technical features (see e.g. *in Rmen
particular ...", “optionally ...", “especially ...", "if desired ...", etc.), thereby resulting
in a lack of conciseness of the claim,

3  Novelty

describes a biotechnological process for the production of epothilones wherein

the culture medium is worked-up by

(a) mixing the aqueous centrifugate with a synthetic resin,

(b) desorbing the epothilones from the resin with a polar solvent (especially an
aicohol, cf. page 14, lines 4-5)

(¢} concentrating the resulting solution if necessary,

(d) separating the epothilones by reversed-phase chromatography,

(e) followed by recrystallization if desired (cf. claims 12-14; and page 37,
example 3 wherein the polar solvent is isopropanol).

The term "weakly polar solvent® used in present claims 1, 7, 9, and 13 does not
unequivocally distinguish the present used solvents from the polar solvents used
. in D1. Consequently, present claims 1, 7, 9, and 13 lack novelty in view of D1.
Furthermore, amended claim 12 overlaps with the disclosure of D1 insofar as the
alcohol methoxyethanol is concemed (cf. D7, page 226, methoxyethanol with x, =
0.38, x, = 0.24, x, = 0.38). Claim 12 lacks thus novelty in view of D1.

D2 describes a biotechnological process for the production of epothilones A and
B, and D3 a biotechnological manufacture process for the epothilones C-F. These
processas comprise the step of desorbing the epothilones from an absorber resin
with methanol (D2, page 8, last paragraph; D3, claim 1, step c). In view of D2 and
D3 the present claimed matter may be regarded novel since it refers to a "weak

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 3) (EPO-Aprl 1997)
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polar solvent® instead of methanol for the desorption of epothilones from a resin.

The documents D4 to D7 do not appear relevant to the question of novelty of the
prasent claimed matter, since the said documents do not disclose the desorption
of epothilones from a resin. '

|

4  Inventive Step

Insofar as the application relates to novel processes or uses involving lower alk!yl
halogenides and aromatic solvents for desorbing epothilones from a resin, the
following observations apply to the requirements of inventive step.

4.1 The application exemplifies the desorption of epothilone B from Amberiite XAD-:1 6
. with toluene instead of isopropanol as exemplified in D1 (present application: |

! page 13, example 1; D1, page 37, example 3). The application furthermore !

! provides comparative data for the desorption of epothilene B with toluene and |
dichloromethane in comparison with isopropanol (pages 16-18, table 1). The data
show that the use of toluene as desorbant results in a decreased desormption time
and Increased yield of desorbed epothilone B compared with isopropanol (cf. page
17, runs 10-12 in comparison with run 9); and the comparison of the !

| dichloromethane and isopropanol runs indicate a positive trend in favour of

i dichloromethana (cf. page 16, run 4 in comparison with run 3).

. 4.2 Inview of D1 the problem underlying the present application may be seen in the
“u provision of an alternative, improved, process for the desorption of epothllones
| from absorber resins. Since the favourable effects of toluene and dichloromethane
| on the desorption of epothilone B does not appear obvious in view of the cited
. prior art, an inventive step may be acknowledged for processes involving Iower ‘
alkyl halogenide or aromatic solvents as desorbants as well as for the use of
these solvents for the desorption of epothilones l.e. the claims 5, 6 and 14 (with
regard to "lower alkyl halogenide" see howsver item 2.2 above).

Amendments

The applicant's attention is drawn to the fact that the appiication may not be amended
in such a way that it contains subject-matter which extends beyond the content of the
application as filed (Article 19(2) and 34(2)(b) PCT). When filing new claims, the
complete set of claims should be filed rather than single amended sheets. Additionally,

Fomw PCT/Saparata Sheat/408 (Sheet 4) (EPO-April 1697)
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one set indicating the amendments in hand-writing should be provided. The applicant,
furthermore, should clearly indicate the location of those places in the original

application which would support each of the specific amendments.

Fof[mPCT!Sopara:MShewm(Smuﬁ)(EPO-APf“ 1997)
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CIasslfleatlon of the Solvent Proper!les

Df Common Liquids -
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charscteristies of
in solutions of polar
hll!llnmhpcruldmhln_mw

- Introductlon .
Anuﬁdcﬂhlhemthhmpublhbedlnl”ﬁl) In

paper & scheme was described for the classification of

mowamnﬂouofnnmfumtomd
these varicus solvents could be grouped into 8 selectivity

fication scheme was provided by the observation that solvents
df dmilar functionality were grouped Into the same selectivity
diass, a3 would be expected on theoretical grounds.

More recently, Poppcu)hﬂnotedauullmlnlheal-

. culation of the various P and x; values in (1). As we will see,

corrected values of P’ and x; do not differ substantially from
the vaines reported in (1). However, these corrected values of
x; o show better agreement among solvents of similar funce-
tionaiily than was found originally, and this hes Jed to a
mvienof:hwex,vﬂnuhtermofﬁmhuwbdmﬂaﬂnuthe
mdwmmmm

' Finally, it bas been found possible to calenlate P and x;
values for & large group of addhional solvents: the less-volatile

McReynolds constants (e.g., 5,6). Thus, the original base of
75 volatile sodvents classified by P and x; values In (1) is bhere
expanded to include various GC phases, These latter data
provide ndditional opportunities 1o test the conslstency and
utﬂkydthemwlvuudndﬁumm

L.R.Snydu Technlcon Instmrmntscorp Tan'ytown. New York 10591

calwlnllm

MQIMMLCSI:M

mwhannoddnnnydhamdwmhcmfemdwhu)n
“LC solvents,™ bocause they are generally volatfic snd applic-
able as mobile phases for uss in LC, and to distingnish them
from the *“QC solvents” or stationary phases described in
(3.6). The treatrnent of (1) began with experimental solute
distribution cocfTiclents X for scveral test solutes: s-octano
(o), ethanol (¢), dioxane (d) and.itromethana (n). These Ky
vﬂnmﬁﬂmnddfwwlvmtmdmhwdﬂnbym

: .ofmewlvuumohwlnmv'

Ky = KgVy . W

Theundjmud:ﬂmibmimaoefﬁdmx, mintnmn:ed
waknluemhrdlmlbuﬂmondﬂdml’,.wbid:mm-
mr«mmmummm diox-
Jnc.ornhlunethne: i

logKy = lopk - logKy. » . @

Hera.l,kthe&" n.hnofﬂwhypot&timln-dtmwuhﬂw

. sume molar volums ¥y as the solute X, K, is In turn calculated

from the X' vnlueofn-oaane(x,,)m

gK, = (V/18)00gke) = -, O

Finally, P’halmlneduthemof(hsx’)vnhuforthe
three solutes ethanol, dioxane, and and x, x5
and x,, are calculated es the ratio (log X"V P l’ora:luoluu
(e.elhlnol.d.dmnqn.nhromhmf
Poppe«)hunoudthﬂlhﬂdwoﬂ"m:‘mdln
(1) are in error, ductothelmdvmmlumofx,mbﬂthm
X‘ valuey for the solutes éthanol, dioxane, and altromethans
mmzmwwmhmwmnm
tion that vatues of log X* thus calculaied wers quite close o
zero for nonpolar soivents such as the aliphatic hydrocarbons.
1t was incorrectly argued In (1) that zeso values of log 2™ were

in fact expected for nenpolar sotvents. Actually, this is got the -

case, for ‘a varlety of reasons (Indoctive effects, eatropy
effects, etc.), As seen in Table 1, values of log K° for the
C¢-C, saturared hydrocarbon solvents are differ-
entrmmnemfwe.uln(l).ﬂnﬂvﬂuuofng,

corrected to give values of zero for the saturated hydrocarbon
mwm&mﬂofmlmwm

* valus from equation 2. For example, log K"

vnlua(aqm'&mnfordhmdnwhmmmmd
wbwdonoflﬂ!(mhhbn.prhtmulwhﬂnu’m
X values.
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pheayl ether
acelone
benzonitrile

‘4% tetramethylurea
benzyl ether
scetophenone

Table K. Classification of Solents Accarding to Presen Scherne

No. Sojvent

carbon disylfide
cyclohexane
tricthy] amine
ethy) cther
ethy! bromided

]
- O 0 ) B MW N =

aLsow

n-bexane
{so-octane
Jetrahydrofuran
+propyl ether
toluene

benzens

pxyeme
chioroform
carbon tetrachloride
butyl ether
methylene chioride
n-decane
chlarobenzene
bromobenzens
fluorobenens

Lﬁ-ﬁtlﬂm

4}- . n-pmp.nd-"

sqoatans
bexafluorobenzened
ethoxybenrene
2-pleoline

ethylenc chlorided

ethyl acetate
lodobenzene
methylethyt ketone .
Bir-C2-ethaoxy ethyl) ether
n-octanol
cyclohexanone
-butanol

termmeahyl guanidine
#pentasol

pyridine

dioxaned

n-butanol

l-propanol

Pt

0.3

02
1.9
28

0.1
0.1
40
24
24

2.7 .

4.1
1.6
2.1
3.1
0.4
2.7
27

32

45

1.2 -

a3
4.9
33
4.4

-

4.7
4.6
s

34,

4."7
4.1

G-

17

53

48
39
39
40

‘34

5.1
48

6.0
R

4.8

Bk
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036
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- 0.8
. b2

o2
0

020
0.14 .

028
0.
0.28
0.41

. 018
. 018

0.33

033°

020 -

0.28
0.2
0.21
0.23

© 025
.o

0.21
0.2

0.2
0.17
0.19
0.n
024

0.19

0.19
0.19

0% .

0.23
0.7

0.19 .

028
0.26

K3

0.4

047
045

0.33

0.4
0.43

048
T 0.36

0.44

0.36
049

o4

‘043 |
043 -

0.43
¢.2s

042
0.4

035
0.26
036
0.40
0.23
0.27
0.27

o4

0.42
0.42

039

041

X

0.09

014

007

0.16
0.13
0.15,

o.11
0.20

0.17
0.18

" oas

.11

0.16°
0.12-
0.20
0.13
0.19

- 0.13
- 0.13

014’

0.07
0.14

o.n
0.04
0.13
0.14
007
0.03.
0.06
0.19

T 0.2

o.1s

. O.14.

017

Q.15

0.18
0.18

0.21
0.20
0.28
0.29
0.29
0.3

0.21

0.34
0.M3
0.3
0.2

JUNE 1978225 -




< by o 1

. SOIVIIII. ' 4 Xe x4 Xy
© . sebacats .26 038
' @n ©Y)
phthalate . r X 031
: @ @©I)
. Trcresyl phosphats 3.9 o.n
. “.n (u.ng
Carbowax 20M 49 03 -
.- ¢n O
Diethylencgiycol :
succifiato 59 030
: G0 @3
' 64, 02
‘ L A&7 QI0)

v -

8 yaiues for McReynolds solvents gives first; valuss for ReM-  Figure 1. Com : - .
schnelder solvents (equation 4d) in parentheses. o, Parison of new P values (lehmrlth valves

. -
» L ] 4
| - . .l. x l
o * . \
’ n
. 4
. TAR x .
5. [ ] [ n
¢ »
’. r
’ VA . -
g ;
\‘ "
LN o
:i . . . ) )
g T e . " ;
} . . . .

Figurs 2. Selectivity grouping of sshvents of Tabla !l.
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* Group VI {s subdivided into two adjacent groups (Table IV)
The overall deviation of x,, values from these averages for

I‘ each group is +0.02 (1 8D}, whikh Is not significiutly different

from the value of 30.016 obtained for the solvenits of Tuble V.
Therefore it is concluded that the presant heme basad on

" three polar test-solutes adequately characterizes the varions

solvents in terms of thelr potential selectivity toward other
polar solutes such as methylethyl ketone.

In the case of the relatively nonpolar solute toluene, disper-
sion interactions should ba relatively imporiant—if such inter-
sctiony are ever importaat in polarsolvent solations. The
reason ls that polay Inicractions involving the nonpolar
toluene as solute are leps important, whils its bigher refractive
bidex and greater dectron polarimability provide a greater
potential rdle for dispersion interactdons (e.5., 7). Obviously,
soch dispersion Interactions shonld not coardlate with the
various polarity indices (x, xg X, of the solvent, while any
residoal polar interactions would so corredste. Therefore the
canstancy of x; values for solvents within a given (polar) selec-
tivity group provides a direct asscssment of the Importance of
dispersion Interactions for toluene as solute. The data of Table
11 provide the following summary groupings:

group

Vg Xy group Vg X;
n 0.05:0.02 v 0.13:0.08
Vi 0.09:0.03 Vi 0.15:0.02
I 0.0920.03 Yyl 0.1720.02 .
v 0.20+0.00

41 0.1310.02

As In the case of methylethyl ketong as soluts, z, values for
a particular solvent selectivity group are found 1o be relatively
The overall deviation of these x; values from the

above averages &s 20,03 (1 SD), which Is anly sHghily larger .

mrormmmmwm(wmh
snhmmufmumx and P valoes for
uwymwmmhm-mmua
'mhrwdlzpmmuuhntmm that these in-
teractions are relatively nnimportant. The predominant sol-
vent-selectivity effects for nonpolar solutes such as toloene
Mvdhph:dm:mtoubeunmhorpom
interactions.
Itklnurudnsto&uthﬂmminex,vﬂhvﬁlﬂnlm
dwdm:mpohrwhy.mmﬂm
Interactions play even a secondary role in affecting solvent
selectivity. lltbkmthense.x,nlwformdumof
mwmmwmmmm
valnes have been srbitrarily chosen from scloctivity group

a3 a test of thiy hypothests, since a largé number of solvents
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values vary significantly withia this group of solvents. The re-
sulting plot of group 111 x; valuss vs, polvent refractive index is
shown In Figure 3 No correlation whatove: hmuﬂ
the author conciudes that in the usiv
tems involving polar solvents there noptdlcubhdfead
interactions or solvent refractive Index on solvent

selectivity. Why this is #0 &5 somewlia pn:ﬂu.Imkm
theless sectas to be troe.

It is possible (but uniikely) that et amixrores which in-
dﬁcbﬂhpﬂhﬂdm vmuhihhmneho-

thunuﬁhnmhﬂmdm activity as the refractive
index of the nonpolar soivent compgnent varies. :
Afmﬁuunf&om nlvent and x; valpes
on the three standard x; vajues is ghows 4. Here,
.values of x,,, (underfined) and x; kre superimposed on the
sclectivity Flmez.\fd#u or x; would be
expecied to bs for adjacent groups, and to
change continuously in moving ape of ths three apexes

ofthu-ludaa.a..x,- 1.00). Thislls observed to be the case,
in Flgure 4: x; values generally }

values increase for smaller x,, THus; the plot o Flgure 4
further substantiates the concept that salvent selectivity for al
sohutes can be adequately by the solvent classifics-

tion based oo the three standard xj values (or the seloctivity
groups of Table IT).

com#ouofmmfwwgacw '
It appears that P’ and x; valoes for the varions solvents in-

cluded In both the L.C and GC are essentially com-
parable, and therefore calculated s of P and x; for a sal-
vent included in cither group are ‘This bs Thustrated in
Table VI, The first two entries are fpr two pirre compounds, s
pitrile/ether and an aryl where values of both »
and x; can be compared. The cutries in Table VI are

for compound-type, groups, allow comparison of x;
valios only. 7 valnes from the data for LC solvents ({lrst two
compounids) are slighily higher than result from the GC
solvents, which can be attributed tothe use of 25°-data for the
wmum—mmmdcmmm:,
vahies wre_of greater Interest, and agreement among thess

1 oo™

O

1 il 1
- 14 H 13

k4
T

. AEARACTION
3. Noncorrelation of tolugne sslectivity values with .
refractive index (Group I ts). -
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Figure 4. Solvant selectivity toward methylathyl ketons (xy values undsriined) and tolvene (x(); sse taxt.

Tabie VI. imilarity of Solvant Parameters for Caloulation by ither by LC* or GEP Procedures
. Solvemtorsolventiype _ Solvent paramsters
' o OCdata® i o LC data®
' 4 X . xg Xy F X, xg . xg
iris-cyanoethaxy progane 64 02 02 o0& . &6 (032 . 0I 04
tricresyl phosphate - 41 033 D25, o042, 46 1036 023 041
amides . ' D.41 022 0w 041 - D210 038
) =04 205 <03 .
faty acids 03 630 03 039 030 O3’
(CHCH,0-), 034 026 040 037 022 041 -
. . 202 - 201, 20 SR
-._esters of mono-alcohols 033 .04 043 . 034 025, 041
- , 002 02 0.2 . .
" nitriles 03 - 030 040 {031 0328 041
: 2001 001 2001 : S
poly-phenylethers 027 031 0.42 0.27 0.32. - 0.41
201 =01 =02 :
& data of (6); calculated by “OC solvent” procedure .-
"® data of Tables 11 or V; caltulated by “LC solvens™ procedure ‘[
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHIC SCIENCE+VOL. 16




Appendix |
Culculstion of P’ ond xy Values . ,
LC Solvents. A model calculation i provided by t-octanol as
solvnt.andhmhdh'!‘uhhﬂ.mr'nhﬁddn
variouns test solutes are shown inling 1, and the molar volumes

of thess compounds in: Ene 2. The molar volurms of the solvent
V,ls 152.0 ml. Log X, values are Histed oo line 3, a3 calcuiated

from equation 1. Log X, values for each soluts are given in -

Bne 4, based on equation 3. Log X, values from equation 2
mwhs.whl,'memm
by subtraciing the log X" values for the CyC, hydrocarbons
(Tabie I) from the values of line 5. Now a prefiminary valog of

. F is caleulated, equal to the sum of corrected log X" valucs

for ethanol (1.757), diaxane (0.572) and uitromethans (0.785)t
3.11, Values of x; are pext 2 .

'x, (mlnme) - GO'K'WF

= 0.22/3.11 = 0,07
xq(cthanol) w 1.757/3.11 = 0.56

Xpdmethylethyl ketoae) = 0.678/3.11 = 0.22

xg(diaxans) = 0.572/3.11 = 0.18

X, (nltromethanc) = 0.785/3.11 = 0.25.

GC Solvensz, An cxampls of gthe

values using the datz of B

parentheses). Vahes of AT
martzed in Tuble 11, along

it. The

calculation of P and x;
obfschnelder will be given, for

calcuiation I also

the solutes of interest are. sum-
th valpes of b, One first sums AS

Reynokls data, the 47 value for
ipBed by 1.18: 118 X B40 = 951,

A final vajueof P = 1.1x3.11 = 3.4 1s determined.

umn.mmp‘ndx,vmuwwdmnmmpﬁul.

(o) () R ketons (1) @ (n)
K, 1.3%9 1,895 2,168 639 1,518 411
Ve 163 106.6 58.6 8.9 . 853 338
losK" 5.568 5.406 $.535 5.004 . 5380 4.812
log X, 3.641 2.004 3,073 2.9 1.837
log X 1535 3.530 1930 2.457 2.975
corrected ’ .
log X, " 0.22 1.157 0.678 0.572 0.785
In some cases, values of X, for certain solute/solvent  The (s,d, %) sum for the M olds dats is the: 751 + 725
combinations were not Rohrschoelder (2). Thess  + 991 = 2467,
cases are indicated by “d™* or *‘¢”* notations in Table I1. For Values of x; are next calculsted, equal to Af for the test-sol
some of these solvents with missing data, estimates of the - utsof interest divided by the larfer (¢, 4, #) sums: :

unrepocted K, values were possible, Thus, fn the cass of & sol-
mm&&mn&emhhawum
ethanol a3 sclvent), vilves of X, can be estimated from the

%¢ = 493/2420 = 0.20 (Rph
Xy = 499/2467 = 0.30

vapor pressure of the pure
gas law: ' )

K = (¢/ml)y(s/mb),
o dMW P/QA,S00X T60) ¢

by application of the kel

on.

Here, (s/ml);and (g/ml), refer to the concentrations of solute
In liquid () end gas (g) phsses, respectivelys d i the density of
the pure Hquid at 25*, MW s its molecular weight, P s s
vapor presaure (mm of Hg) at 25°, and the quantity (24,600) is

. the volume of a perfect gas (l) at 25°. -

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHIC S8CIENCESVOL. 18

Simitar caleniations foe the ¢
sthown thers. Finally, P

4a-c, a3 the sum ko

summs of the Al values by b/1

squalane
squalans is 1.2 (22, Table I),
of F o give [inal values oa the
vents: P’ = 6.0 (Robrschnelder]

> = 2420%

her x; values of Tuble BI1 are
the three (e.,d.n) log X,
ing the above (gd.n)

0.198/100 = 4.7

nolds). Finally, since the A/
rdmsdet.md?fqr

.2 is added to the latter values
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,/[.V- Dr. Peter R. Roth Novartls AG
| European Patent Attorney CH-4002 Baset

: Swizerland
! Tel: +4161 324 3382

Fax: +416]1 3227532
U NovarTIs ‘

European Patent Office TELEFAX
D-80298 Munich From: +41 6132275 32 :
| To: 0049 89 2399 4465 .
: Total pages: 3 '
Your Rat: Our Ret:
August 05, 2002 PR

PCT / EPO1 / 14771 - Priority Date 07/12/2000 - Our Case 4-31672A .
Written Opinion of June 10, 2002 ’

Dear Sirs !

Thank you for the rationalised Written Opinion of June 10, 2002. %

Attached please find new page 22 and page 22 as originally filed with indicated amendments.
New claim 12 was introduced and the following claims renumbered. New claim 12 is based on
the disclosure in the passage on page 5 running from “A weakly ...” to “... 0,38-0,60; ...

Based on the Notice of the President of the EPO dated Nov. 2, 2001 concerning rationalisation
of the international preliminary examination procedure at the EPO, we herewith request under
Rule 66.3 PCT a detailed preliminary examination of the above-identified application acc. to
Section II, point 7, of the Notice of the President. '

| The Search Report completed March 06, 2002 comprises only one citation having the category

: X, which is WO 99 42602 A published August 26, 2002. In such prior art, only the desorption
with a polar solvent is disclosed, whereas the present invention claimed in independent claims
1,7, 9 and 12 to desorption processes employing a weakly polar or an apolar solvent,

v
!

In the name of
Novartis AG

Pze, |
Dr. Peter R. Roth '

Professional Represantative
GA No. 365671

Endl.: .
* new page 22
o page 22 as originally filed with indicated amendments
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ANF. ZBIT 08/08 08:59 ;
0B. ZRIT 00°'30
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ERGEBNIS 0K

Dr. Petar R Roth Novartis AG

Eurgpesn Patent Attnrnay CH-4002 Baaal
Switzertang
Tel: +4] 61 324 3382
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European Parent Office TELEFAX
D-80298 Munich From: +41613227532
To: 0049 89 2399 4465
Total pages: 3
Your Ref: Our Ret
August 05, 2002 PR

PCT / EPO1 / 14771 - Prioxity Date 07/12/2000 - Our Case 4-31672A
Written Opinion of June 10, 2002

Dear Sirs
‘Thank you for the ratianalised Written Opinion of June 10, 2002,

Artached please find new page 22 and page 22 as originally filed with indicaac.d ume.ndments.
New claim 12 was inn-oduaedanddxefollqwinsdaimarenmnbaed.Newclmmuubas:don
the disclosure in the passage on page 5 running from “A weakly ..." vo *... 0,38-0,60; ...

Based on the Notice of the President of the EPO dated Nov. 2, 2001 conurni.l?grational.iaation
ohhehmrmﬁonﬂpmﬁmimqmminaﬁonpmadmatﬂ\em,vehmmshmwdu
Rule 66.3 PCT a detgiled preliminary examination of the above-identified application ace. to
Section II, point 7, of the Notice of the President.

The Search Report completed March 06, 2002 comprises only one citation having the category
X, which is WO 99 42602 A published Angust 26, zooz.hmchpﬂorart.onlydzcduo«tpnon
with a polar solvent is disclosed, whereas the present invention claimed in independent claims

L B R R R I . L Ty . WEpEEppuey Ry Ry NN Y, J, NI YIRS gt PSR, P




R. Roth Novartis AG \{,O

Dr. Puter

Europesn Patent Attorney CH-3002 Basel
Swiizeriand
Tet: +4]1 613243382
Fax: +4]1 613227832

U NOVARTIS

European Patent Office TELEFAX

D-80298 Munich - From: +41 61 322 75 32
To: 0049 89 2399 4465
Total pages: 9
Your Ret: Our Ref:

December 11, 2002 PR

PCT/EP01/14771 - Priority Date 07/12/2000 - Our Case 4-31672A

Dear Sirs

Thank you for the Written Opinion under Rule 66 PCT dated September 16, 2002.

Enclosed please find amended retyped pages 20 t0°23 that shall replace the pages 20 to 62 on
file. In addition, please find enclosed draft pages draft pages 20 to 22 with handwritten

amendments.

All amendments are to be regarded as suggestions only and do not mean that any subject
matter that has been removed from the claims is regarded as being unpatentable.

The following amendments were made:

(a) At the end of amended claims §, 6, 9,10 and 15, the wording “; wherein the prefix “lower”
means that the radical contains up to 7 carbon atoms” was added.

(b) Several non-limiting features were deleted in amended claim 9.

(¢) Amended claim 12 is also depending from claim 1.

(d) New claims 13 and 16 were introduced. \
Commenty;

The amendment under (a) is based on the disclosure on page 6, 3™ paragraph.

New claim 13 is based on the disclosure on page 5, 4 paragraph.

New claim 16 is based on the Examples (epothilones A and B) and the disclosure on page 5,
first paragraph.




¢/

The amendment cited under (a) above should render moot the objection under 2.2, 2
sentence. The amendment cited vnder (b) above should render moot the objection under 2.3.

IIL Novelty

The Examiner alleges on Sheet 3 of the Writtert Opinion that amended claim 12 overlaps with
the disclosure of D1 insofar as the alcohol methoxyethanol is concerned (4 full paragraph).
The alcohol methoxyethanol is neither mentioned in the present application nor in D1. The
Examiner is kindly requested to clarify in more detail why he believes that D1 can be regarded
as novelty destroying for amended claim 12.

In the name of ‘
Novartis AG

A  per

Dr. Peter R. Roth ' '

Professional Representative |
GA No. 36671 - '

Encl.: ‘
e retyped pages 20 to 23 (replacement pages; in single copy, in three copies with the
confirmation copy) :
¢ draft pages 20 to 22 with handwritten amendments
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(b) Several non-limiting features were deleted in amended claim 9.
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contienen rectificaclones presentadas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16 y Seccidn 607 de las
Instrucciones Administrativas bajo el PCT).

Estos anexos conslisten en un total de _4 hojas.

Prioridad

X

Base del Informe

3. Este informe contiene indicaclones que se relacionan con los sigulentes puntos:

El no-establecimiento de opinidn en relacién con la novedad, nivel inventivo y
aplicacion industrial

Iv. ___ Falta de unidad de invencion
V. _X_ Declaracién motivada bajo el Art. 35(2) con relacion a la novedad, nivel inventivo o aplicacion
industrial; citaciones y explicaciones que soportan dicha declaraclon

V1L —__ Ciertos documentos citados
VI, ___ Ciertos defectos en ia solicitud internacional :
Vil Ciertas observaciones en la solicitud internacional

17/06/2002

Fecha de presentaclon de la demanda

Fecha en que se completd este informe

14.01.2003 ;

examen preliminar internacional:

Oficina de Patentes Europea
D-10958 Berlin

Fax: +49 88 2399 — 4465

Nombre y direccién de la autoridad encargada del

Tel. +49 89 2399-0 Tx: 523856 epmu d

Oficial autorizado

WEISBROD, T

Teléfono: +49 30 25801 344 '

Formato PCT/IPEA/409 (hoja de cubierta) (enero 1994)
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INFORME DEL EXAMEN :
PRELIMINAR INTERNACIONAL Salicitud internacional No. PCT/EP01/14771

. BASE DEL INFORME

1. En relacién con los elementos de la solicitud internacional (las hojas de reemplazo que han sido
suministradas a la oficina receptora como respuesta a la invitacién bajo el articulo 14 seran referidas
como “presentadas originalmente" y no estdn anexas a este informe debido a que no contienen
modificaciones (Regla 70.16 y 70.17)):

CAPITULO DESCRIPTIVO, PAGINAS:

1-19 Como fueron prasentadas originaimente :
REIVINDICACIONES, No.:
1-16 Con telefax del 11/12/2002

a

2. En relacién con el Idloma, todos los elementos marcados antsriormente fueron suministrados a esta
Autoridad en el idioma en que la solicitud intemaciona!l fue presentada, a menos que se Indique lo
contrario bajo este punto.

Estos elementos fueron suministrados o estaban disponibles para esta autoridad en el siguiente idioma, el
cual es:

_X%_ Elidioma de la traduccién aportada a efectos de la blsqueda internacional (bajo ia Regla 23.1(b))

_X_ Etidioma de publicacion de la sollcitud Intemaclonai (bajo la Regla 48.3(b)) ‘

_x_ El idioma de la traduccién suministrada para efecto del axamen preliminar internacional (I"aajo la Regla

55.2 ylo 55.3)

3. Respecto a cualquier secuencia nucleétido y/o aminoécido revelado en la solicitud intemacional, el
examen preliminar internacional fue llevado a cabo con base en la lista de secuencias:

____Contenidas en la solicitud intemacional de forma escrita

___ Presentadas junto con la solicitud internacional en forma legible por computador

____ Aportada posteriormente a esta Autoridad en forma escrita

___ Suministrada posteriormente a esta Autoridad en forma legible por computador

___ La declaracién de que la lista de secuencias aportada posteriormente en forma escrita no va mas alla
que lo revelado en la solicitud internaclonal como fue presentada.

La declaracién de que la informacién Inscrita en forma legible por computador es idéntica a ia lista de
secuencias en forma escrita aportada. ‘
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4. Las modificaciones han resultado en la cancelaclén de:

__ El capitulo descriptivo paginas:

___ Las reivindicaciones Nos.: '

— Losdibujos hojas: .

5. ___ Este informe ha sido establecido como si (algunas de) las modificaciones no hubieran sido

efectuadas debido a que se ha considerado que van mas allg de lo relvindicado mediante la
solicitud intemacional.

(A cuaiquier hofa de reemplazo que contenga dichas modificaciones debe hacerse refarencia bajo
el punto 1 y ser anexada a este informe)

6. Observaciaones adicionales, si necesarias;

lil. El no-establecimlento de oplinién en relaclén con la novedad, nivel Inventivo y apllcaclén industrial

1. La pregunta de si la presente invencién reivindicada aparenta ser novedosa, si tiene altura inventiva, o es
aplicable industrialmente no ha sido examinada en relacién a:

.. toda la sollcitud intemacional
_X_ relvindicaciones Nos. 1, 3-15.

Porque:

. dicha solicitud internacional, o dichas reivindicacionas Nos. sa relacionan a la sigulente métaria, la cual
no requisre ser objeto del examen preliminar intemacional (especificar):

___ |la memoria descriptiva, las reivindicaciones, o los dibujos (indicar abajo los elementos especlficos) o las
reivindicaciones Nos. son tan confusas que ninguna opinidn sustanclal pudo ser establecida
{especificar): '

____ las reivindicaciones, ¢ dichas reivindicaciones Nos. no estan soportadas adecuadamente por la
memoria descriptiva, lo cual no permite que una opinidn significativa sea formada.

_X_ las reivindicaciones Nos. 1,3-15 no han sido objeto de blsqueda intenacional.

2. Un examen preliminar intemacional significativo no pudo llevarse a cabo debido a que la lista de
secuencias nucledtido y/o aminodcido no cumple con los estindares provistos por et Anexo C de las
Instrucclones Administrativas: ‘

___ laforma escrita no ha sido suministrada o no cumple con los estandares.

____laforma legible por computador no ha sido suministrada o no cumple con los estandares.
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V. Declaraclén motivada, bajo e Art. 35(2) con relaclén a la novedad, nivel inventivo o aplicacién
industrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha declaracion ‘

Declaracion
Novedad Sl Reivindicaciones 5,8,13,15
NO: Relvindicaclones 1,7,9,12,14,16
Nivel inventivo St Reivindicaciones 5.6,13,15 |
NO: Reivindicaciones 1,7,9,12,14,16
Aplicacion Industrial SI.  Reivindicaciones 1-18

NO: Reivindicaciones

2. CITACIONES Y EXPLICACIONES ‘

Reforencla Punto |
Base de la opinién

1. Las modificaciones presentadas por FAX el 11.12.2002 cumplen con los reguisitos del 'ArL 19 PCT,
debido a que no incluye materia que vaya mas alla de la solicitud como fua presentada originalmente.

2. La solicitud esta dirigida a

) un proceso para resorber epotilonas a partir de una resina haclendo este proceso uso de
un solvente débilmente polar o apolar (relvindicaciones 1-6, 8, 12-13 y 16},
(i) Un proceso para el aislamiento de epotilonas que comprende

a) la desercidn de las epotionas a partir de la resina sintética con un solvente
débilmente polar o apolar, y .
b) la separacién de las epotilonas mediante cromatografia de fase inversa con una
mezcla de nitrile y agua (reivindicaciones 7,8, 11-13, y 18). !
i} {Un proceso para procesar epotilonas que comprende los pasos de
a) desorber las epotilonas con un solvente débilmente polar o apolar,
b) remover el solvente utilizado para la desercion mediante la evaporacion,
c) separar las epotilonas mediante cromatografla de fase inversa y fiuir con una
mezcla de nitrilo y agua, y remover el nitrilo por evaporacion, y
d) recristalizar una epotilona purificada (reivindicaciones 9-13 y 16); al igual que el uso
(iv) de un solvente débilmente polar o apolar par ala desercion de epotilonas a partir de una
resina (relvindicaciones 14-16). ,

renc 1] .
El no-establecimlento do opinién en relaclén con la novedad, nivel inventivo y aplicaclén industrial

La Autoridad de Busqueda Intemacional (1SA) ha emitido unicamente un informe de busqueda interacional
parcial para las reivindicaciones originales 1 y 3-13, debido a que estas reivindicaciones hacen referencia a
métodos o usos que se relacionan con las epotilonas A-F naturales. Para tales reivindicaciones parcialmente
buscadas no es posible determinar s, y que alcance tendria, la materia a la cual se refieren dichas
reivindicaciones es novedosa y podria contener nivel inventivo. Por lo tanto ningan Examen Intemacional
Preliminar completo se llevard a cabo con relacién a la novedad y nivel inventivo con relacion a las
relvindicaciones modificadas 1 y 3-15 que no se relacionan con las epotilonas A-F naturales (c.f. Regla 66.1

(e) PCT).
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i

Referencla Punto V

Declaracién motlvada bajo el Articulo 35(2) con relacién a la novedad, nive! inventivo o aplicacién
Industrial; cltaciones y explicaclones que sustentan dicha declaraclén :

L
1

1. Se hace raferencia a los sigulentes documentos:

D1 WO-A-98 42602, 26.08.1699

D2: WO-A-93 10121, 17.05.1993.

D3: WO-A-98 22461, 28.05.1998

D4 Nicolaou, K.C. et al. Angew. Chem.Int. Ed. 1998, 37, 8183, -
D5: Nicolaou, K.C. et al. Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2015-2045 '

D6: Riechardt, C. Solvents and Solvent Effects in Organic Chemistry, 2nd. Ed., VCH, Winheim 1988,
p.60.

D7: Snyder, L.R. J. Chromatogr. Sci. 1978, 16, 223-234

El documento D7 no fue citado en el Informe de Blisqueda internacional, pero fuea mencionado en la
memoria descriptiva.

2. La solicitud no cumple con los requerimientos de los Art. 5 ¥ 8 PCT por las sigulentes razones:

2.1 Las reivindicaciones 1 y 3-15 se relacionan con procesos que comprenden la desorcion de ias
epotlionas a partir de la resina que se efectia con un solvente débilmente polar o apolar. Sin
embargo, el término epotilona no esta definido de forma precisa en el campo técnico. Ademas de los
compuestos principales, esto es, el tiazol de 16 miembros que comprende las macrolidas epotilonas
A y B, el término epotilona incluye Inter. Alia macrolidas de 14- a 18- miembros con o sin anillo
oxirano templado, los compuestos con configuracion modificada de estéreo centros o con geometria
modificada de enlaces dobles, al igual que compuestos en dande la cadena lateral tazol ha sido
remplazada (ver ejemplo D4 y D5). Dichas reivindicaciones se relacionan por lo tanto a métodos y
usos para la desorcién de epotilona natural B. En el presente caso, {as reivindicaciones no contienen
soporte, y la solicitud tampoco. '

2.2 El término “solvente débiimente polar” utilizado en las relvindicaciones 1-4, 7-11, 14 y 16 no es claro
(ver ejemplos D6, pagina 60, lineas 5-7). ,

2.3 El término “inferior” en alquilo inferior etc. no tiene ningln significado preciso con relacién al ndmero
de dtomos de carbono que define tal grupo inferior, por lo tanto resulta que falta claridad en la
reivindicacion 15. :

2.4 La nueva relvindicacion 16 esta dirigida a la materia de dos categorias, esto es, un proceso y un uso,
por lo tanto esta reivindicacidn no es concisa, '

3. Novedad

D1 describe un proceso biotecnolégico para la produccion de epotilonas en donde el medio de cultivo

es llevado a cabo por ‘

a) mezclando el cantrifugo acuoso con la resina sintética

b) desorbiendo ias epotilonas de la resina con un solvente polar (especialmente en alcohol, ver
pagina 14, lineas 4-5)

¢) concentrando ia solucion resuttante si fuera necesario

d) separando las epclilonas a través de la cromatografia de fase inversa ,

@) sequida por la recristalizacion sl se desea (ver relvindicaciones 12-14, pagina 37, glemplo 3
donde el solvente polar es isopropanol).

El término "solvente débilmente polar” utilizado en las relvindicaciones 1,7,9,14 y 16 de ia presente
solicitud no distingue inequivocaments los solventes utilizados aqul con los solventes utilizados en
D1. Consecuentemente, las reivindicaciones 1,7,9,14 y 18 de la presente solicitud no contienen
novedad frente a D1.

Mas aun, la reivindicacion 12 se relaciona con un proceso en donde el solvente débilmente polar esta
caractsrizado por el pardametro X, = 0,20-0,40; X4 =0,17-0,34; y X, = 0,38-0,054. f

Dado que D1 revela un proceso para desorber epotlionas de una resina con un solvente polar,
especialmente alcohol, por ejemplo metoxletanol esté caracterizado por jos parametros, X.=0.38, X5~
0.24 y X,= 0.38 el proceso de acuerdo con la presente reivindicacion 12 sobrelapa con lo revelado en
D1 teniendo en lo relacionado con e! alcoho! metoxietanol.

i
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D2 describe un proceso biotecnolégico para la produccion de epotionas A y B, y D3 describe un
proceso de manufactura blotecnolégica para las epotilonas C-F. Estos procesos comprenden el paso
de desorber las epotilonas de una resina absorbente con metanal (D2, pagina 8, Gitima pamafo; D3,
reivindicacion 1, paso c). En vista de D2 y D3, |a presente materia reivindicada puede ser considerada
como novedasa debido a que se refiere a un “solvente débilmente polar” en vaz de a metanol para la
desorbcion de epotilonas de la resina.

Los documentos D4 a D7 no aparentan ser relevantes a la pregunta de novedad de la materia
reivindicada en la presente solicitud de patente debldo a que dichos documentos no revelan la
desorbcidn de las epotilonas de una resina.

4. Altura Inventiva

Debido a gue la presentea solicitud se refiere al proceso o uso novedoso que involucra halogenidas de
alquilo inferior, solventes arométicos al igual que solventes caracterizados por los parametros de la
relvindicaclén 13 para la desorbcion de epotiionas de una resina, la sigulente observaclones se
aplican a los requerimientos de nivel inventivo.

4.1 La solicitud ejemplifica la desorbcion de epotilona B de Amberlite XAD-18 con tolueno en vez de
isopropanol como se ejemplifica en D1 (la presente solicitud: pagina 13, ejemplo1; D1, pagina 37,
ejemplo 3). Mas aan, la solicitud provea informacién comparativa para la desorbelén de epotiiona B
con tolueno y diclorometano en comparacion con Isopropanol (paginas 16-18, tabla 1). Los datos
muestran que el uso de tolueno como desorbente resulta en un tiempo de desorbcion menor y en un
aumento de epotiiona B desorbida comparada con isopropanol (pagina 17, 10-12 en comparacion
con 9) y la comparacion del diclorometano e isopropanol indica un uso positivo a favor del
diclorometano {pagina 18, 4 en comparacion con 3).

4.2 En vista de D1, el problema de la presente solicitud puede ser visto en [a provisién de un proceso
mejorado, altemativo para fa desorbeién de epotilonas de resinas absorbentes. Teniendo en cuenta
que los efectos favorables del tolueno y diclorometano sobre la desorbcidn de epotilona B no
aparenta ser obvia en vista de los documentos citados como arte previo, se puede reconocer que
existe nivel inventivo para el proceso que involucra un halogenida de alquilo inferior, solventes
aromaticos o solventss caracterizados por los parametros de la reivindicacion 13 como desorientes al
igual que el uso de estos solventes para la desorbcion de epotilonas, esto es, las reivindicaclones
58,13y 15.




REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Un proceso para descorber epotilonas a partir

de una resina haciendo este proceso uso de un solvente

débilmente polar o apolar.

2. El procesoc de acuerdo con la reivindicacién
l, en donde 1las epotilonas que se van a desorber son
epotilona A 6 epotilona B.

3. El proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 66 2, en donde la resina es una resina
sintética.

4. El procesoc de acuerdo con la reivindicacién
3, en donde la resina es una resina sintética basada en
copolimeros de estireno/divinilbencenc.

5. El proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde el solvente débilmente
polar o apolar se selecciona a partir del grupo gue
congiste en haluros de alquilo inferior y solventes
arométicos, o una mezcla de dos o mads de estos solventes;
en donde el prefijo "inferior" significa que el radical
contiene hasta 7 Atomos de carbono.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacidn
5, en donde se uﬁiliza un solvente aromdtico seleccionado a
partir del grupo que consiste en naftaleno, benceno, o

naftaleno o benceno sustituidos por una o mas fracciones

seleccionadas a partir del grupo que consiste en alquilo |

inferior, alcoxilo inferior, halégeno, nitro, y alcoxilo

inferior-alquilo inferior; en donde el prefijo "inferior”

significa que el radical contiene hasta 7 atomos de .

&5t




carbono.

7. Un proceso para el aislamiento de epotilonas
adsorbidas a una resina sintética, cuyo proceso comprende:

(iii)la desorcién de las epotilonas a partir de
la resina sintética con un solvente débilmente polar o
apolar; y

(iv) la separacién de las epotilonas mediante
cromatografia de fase inversa después de recuperarse en un
solvente adecuado, y la elucién con una mezcla de nitrilo y
agua.

8. Un proceso de acuerdo con cualgquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, el cual incluye ademés cualesquiera
pascs de purificacién adicionales deseables ¢ requeridos
para llegar a las epotilonas respectivas en una forma pura.

9. Un proceso para procesar epotilonas a partir
de una mezcla de reaccidén, comprendiendo este proceso:

- desorber las epotilonas con un solvente
débilmente polar o apolar, en donde el paso de desorcién se
puede repetir con el objeto de lograr una desorcién mas
completa;

- remover el solvente utilizade para 1la
desorcién a partir de las soluciones resultantes mediante
evaporacidn;

- opcionalmente <cristalizar las epotilonas
después de la desorcidn; en especial, para la
cristalizacién de la epotilona B, agregar una mezcla de un
alcohol y un hidrocarburo, y evaporar la fase de alcohol.a
sequedad, y cristalizar la epotilona B a partir de una

mezcla de solventes aproplada;




- (paso obligatorio} separar las epotilonas
mediante cromatografia de fase inversa, recuperando el
residuo a partir del paso anterior en un solvente adecuado,
y eluir con una mezcla de nitrilo Y agua, y remover el
nitrilo de las fracciones que comprenden la epotilona
recolectada por evaporacién; si se desea, el agua restante
con la epotilona se extrae entonces con un éster, con
evaporacién subsecuente de la fase de éster gue contiene
epotilona a sequedad;

- opcionalmente, purificar ademids mediante
cromatografia de adsorcién;

- y finalmente recristalizar wuna epotilona
purificada a partir de solventes o mezclas de solventes
apropiados;

en cuyo proceso, si es necesario y/o se desea,
entre <cada caso dque se emplee, las soluciones o
suspensiones resultantes se concentran, y/o los componentes
liquidos y sélidos se separan unos de otros; en donde el
prefijo "inferior" significa que el radical contiene hasta
7 a4tomos de carbono.

10. Un procesc de acuerdo con la reivindicacién
9, en donde la desorcién de las epotilonas a partir de la
resina se efecttla con un solvente débilmente polar o
apolar, en especial comoc se mencioné como preferide en la
relvindicacién 5 & 6; luego se remueve el solvente tanto
como sea necesario, de preferencia hasta que se obtenga un
residuo seco, donde sea aproplado, el residuo se recupera
en una mezcla de alcohol/hidrocarburo en un volumen

relativamente bajo; la fase de alcohol se evapora, de




preferencia a sequedad, y luego se cristaliza el extracto
de alcohol a partir de una mezcla de un alcohol y un
hidrocarburo, y 1luego el material cristalizado sélido
resultante se disuelve en una mezcla de nitrilo/agua como
se describe en la reivindicacién 8, especialmente una
mezcla de 2:3 (volumen/volumen) de acetonitrilo/agua, y la
solucién de alimentacidén resultante se vierte, si se
requiere, después de dividir en mas de una pasada, sobre la
columna de fase inversa de preparacién; seguido por elucidn
con nitrilo/aqua; luego sigque la remocién de nitrilo de las
fracciones resultantes que contienen epctilona por
evaporacidén, y se extrae la fase de agua resultante con un
ester; entonces se evapora el extracto de éster, vy
subsecuentemente se recristaliza el material resultante; en
donde el prefijo "inferior" significa que el radical
contiene hasta 7 atomos de carbono.

11. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7, 9, ¢ 10, en donde la separacién de las
epotilonas A y B se logra mediante cromatografia de lecho
en movimiento simulado (SMB).

12. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1, 7, 9 &6 10, en donde el solvente
débilmente polar o apolar, o una mezcla de estos solventes,
muestra las siguientes caracteristicas en la fila
eluotroédpica, determinadas de acuerde con Snyder ¥y
colaboradores:

Xe = 0,20-0,40; xq = 0,15-0,36; y %, = 0,38-0,60;
en donde x, es el parametro del aceptor de protones, Xq €S

el pardmetro del donadcr de protones, Y %n €S el parédmetro




de dipolo, con la condicién de que Xeo + Xg + %, = 1.

13. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién
12, en donde el solvente débilmente polar o apolar, © una
mezcla de estos solventes, muestra las siguientes
caracteristicas en la fila eluotrépica, determinadas de
acuerdo con Snyder y colaboradores:

Xe = 0,22-0,32; %9 = 0.17-0.34; y %, = 0,39-0.54
en donde x, es el parémetro del aceptor de protones, x4 es
el parametro del donador de protones, y x, es el pérémetro
de dipolo, con la condicidén de que Xe + Xg4 + %X, = 1.

14. El uso de un soclvente débilmente polar o
apolar para la desorcidén de epotilonas a partir de una
resina.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacién 14,
en donde el solvente débilmente polar o© apolar se
selecciona a partir del grupo que consiste en haluros de
alquilo inferior y solventes aromaticos, en especial
naftaleno, benceno, o naftaleno o benceno sustituidos por
una o mAs fracciones seleccionadas a partir del grupo gque
consiste en alquilo inferior, alcoxilo inferior, halédgeno,
nitro y alcoxilo inferior-alquilo inferior:; o una mezcla de
dos o mé&s de estos solventes; y la resina es una resina
sintética.

16. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 3 a 13, o un uso de acuerdo con la
reivindicacién 14 & 15, en donde las epotilonas se

seleccionan a partir de las epotilonas A, B, D, E, y F.
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translations and paying national fees) within 30 montha from the priority date (or later in some Officss) (Article
39(1)) (see atso the reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCT/AB/301). \

l
Whera a transiation of the intemational application must be fumished to an elected Office, that transiation must
contain a translation of any annexes to the intemational prefiminary examination report. it is the applicant’s
responsibliity to prepare and fumish such translation directly to each etected Office concemned.

For further detalls cn the applicable time limits and requirements of the elected Offices, sea Volume !l of the
PCT Applicant's Guide.

For the purpose of deciding whether the claimed invention Is patentable or not, the elected Offices may apply
criteria additional to or different from the criteria on which the intemational preliminary examination report is
based (see Articles 27(5), 33(5)). Additlonal criteria may include e.g. exemptions from patentability and the
requirements of enabling disclosure and of clarity and support of claims. .

Name and maling addrass of the IPEA Authorized officer
————— European Patent Office Ulirich, J

D-80258 Munich
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx 523658 epmu d
Fax: +48 69 2399 - 4485 Tal.+49 88 2389-0048

Form PCTAPEA/418 (July 1992)
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iv O Lack of unity of Invention
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INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational eppilcation No. PCT/EP01/14771

L Basls of the report

1. With regard to the elements of the intemational application (Replacement sheets which have been fumished to
the receiving Office in response to an Invitation under Article 14 are referred to in this report as “oniginally filed”
and are not annexed to this report since they do nof contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)):

Description, pages:

1-19 as originally filed

Clalms, No.:

1-16 with telefax of 11/12/2002

2. With regard to the language, all the elements marked above were avallable or fumished to this Authority in the
language in which the Intemational application was filed, unless otherwise indicated under this item.

These slements were avallable or fumished to this Authority In the foflowing language: |, which Is:

[0 the language of a translation fumnished for the purposes of the Intemnational search {(under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the Intemational application (under Rule 48.3(b)).

0] the language of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under Rule
55.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nuclectide and/or amino acld sequence disclosed In the Intemational application, the
international prefiminary examination was carried out on the basis of the sequence listing:

O contalned In the Intemational application in written form.

filad together with the intemational epplication in computsr readable form.
fumished subsequently to this Authority In written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure In
the international application as filed has been fumished.

The statement that the information recorded in computer readable form Is identical to the written sequence
listing has been fumished.

O 0gaoaag

4. The amendments have resulted in the cancellation of;

{0 the description, pages:

O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:
5. O Tnis report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been

considered to go beyond the disclosure as filed {Rule 70.2(c)):

Form PCTAPEA/40S (Boxes I-V1H, Sheet 1) (July 1998}
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(Agmrjmmmmmmmmmmmmm 1 and annexed to this
re,

6. Additional observations, if necessary:

HL Non-establishment of opinion with regard to novetty, inventive step and industrial applicability

1. The questions whether the clalmed invention appears to be novel, to involve an Inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examinad in respect of:

O the entire intemational application,

® claims Nos. 1,3-15 (all part).

because:

() UEsaHMeinaﬁonalappﬂcaﬁorl.ormesalddaMNos. relatommefollowhgwb]ectmanerwhldidoes
not require an intemational prellmlnary examination (apecify): ’

[J the description, claims or drawings (/Indicale particular efements below) or sald claims Nos. aresounclaa.r
that no meaningful opinion couk! be formed (specify):

0 the claims, or sald claims Nos. areso!mdequatelysupponedbymodascdpﬁonmatnomeanlngfuloplnlon
could ba formed.

B no international search report has been established for the sald claims Nos. 1,3-15 (all part).
2. A meaningful intemational preliminary examination cannot be canied out dus to the fallure of the nucieotide

and/or amino acld saequence fisting to comply with the standard provided for in Annax C of the Administrative
Instructions: '

O the written form has not been fumished or does not comply with the standard.
00 the computer readable form has not been fumished or does not comply with the standard.

V. Reasoned staterment under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or Industrial applimblllty;
chations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 5,8,13,16
No: Claims 1,7,9,12,14,18
inventive step (IS) Yaes: Claims 5,8,13,15

No: Claims 1,7,9,12,14,16
industrial applicability (1A} Yesa: Claims 1-16

Farm PCTAPEA/4DS (Boxes I-VIII, Shest 2) (July 1998)
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No: Claims

2. Citations and explanations
seo soparate sheet

Form PCTAPEA/409 (Boxas I-VIIi, Sheet 3) (July 1698)
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Be tem |
Basis of the opinion

1 The amendments filed by FAX of 11.12.2002 comply with the requirements of
Article 19 PCT, since they do not introduce subject-matter which extends beyond
the application as originally filed.

2 The application is directed to
() aprocess for desorbing epothilones from a resin, sald process making use
of a weakly polar or apolar solvent (claims 1-6, 8, 12-13 and 186);
(i) aprocess for the isolation of epothilones comprising

(a) the desorption of the epothilones from a synthetic resin with a weakly
" polar or apolar solvent, and

(b) separation of the epothilones by reversed-phase chromatography with
a nitrile/water mixture (claims 7, 8, 11-13, and 16);

(i) a process for working up epothilones comprising the steps of

(a) desorbing the epothilones with a weakly polar or apolar solvent,

(b) removing the solvent used for desorption by evaporation,

(c}) separating the epothilones by reversed-phase chromatography by
eluting with a nitrile/water mixture, and removing the nitrile by
evaporation, and

(d) recrystallizing a purified epothilone (claims 8-13 and 16); as weli as

(iv) the use of a weakly polar or apolar solvent for the desomtion of epothilones

from a resin (claims 14-16).

Be Item il
Non-establishment of opinlon with regard to novelty, inventive step and

industrial applicablility

The ISA has Issued only a partial search report for the original claims 1 and 3-13,
insofar as these claims concem methods or uses which relate to the natural
epothilones A-F. For such partially searched claims it is not possible to determine
whether, and if so to what extend, the matter to which said claims relate is nove! and
might involve an inventive step. No full Intemational Preliminary Examination will thus
be carried out with regard to novelty and inventive step Insofar as the amended claims

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheel 1) (EPO-Apl 1997)
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1 and 3-15 do not relate to the natural epothilones A-F (cf. Rule 66.1(e) PCT).

ReltemV
Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or

industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1  Reference is made to the following documents:

D1: WO-A-99 42602, 26.08.1999.

D2: WO-A-93 10121, 17.05.1993.

D3: WO-A-98 22461, 28.05.1998.

D4: Nicolaou, K. C. et al. Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 81-83.

D5: Nicolaou, K. C. ef al. Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2015-2045,

D6: Roeichardt, C. Solvents and Solvent Effects in Organfc Chemistry, 2nd. ed.,
VCH, Welinheim 1988, p. 60.

D7: Snyder, L. R. J. Chromatogr. Sci. 1978, 16, 223-234

The document D7 has not been cited in the Intemational search repont, but is |
mentioned in the application. '

2  The application does not comply with the requirements of the Articles 5 and 6 PCT
for the following reasons.

2.1 Present claims 1 and 3-15 relate to processes comprising desorbing epothilones
from a resin respectively the use of a weakly polar or apolar solvent for desorbing
epothilones from a resin. The term epothilone, however, is not precisely defined Iin
the technical field. Along with the parent compounds, i.e. the 16-membered
thiazole-comprising macrolides epothilone A and B, the term epothilone includes
inter alia 14- to 18-membered macrolides with or without annelated oxirane ring,
compounds with modified configuration of stereocentres or modified geometry of
double bonds, as well as compounds wherein the side-chain thiazole has been
replaced (see 8.9. D4 and D5). The said clalms relate thus to methods and uses
for the desorption of an extremely large number of diverse possible compounds.
Support within the meaning of Article 6§ PCT and/or disclosure within the meaning
of Article 5 PCT is to be found, however, for only a very small proportion of the
claimed methods and uses i.e. for the desorption of natural epothilone B (cf.
examples). in the present case, the claims so lack support, and the application so

Form PCT/Seperats Shesl408 (Shaet 2) (EPO-Ap 1997)
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lacks disclosure.

2.2 The vague term "weakly polar solvent® used in the claims renders the claims 1-4
7-11, 14 and 16 unclear (see e.g. D8, page 60, lines 5-7). :

2.3 The term “lower" in lower alkyl etc. has no precise meaning with regard to the
number of carbon atoms which define such lower groups, thereby resutting in a
lack of clarity of claim15.

2.4 New claim 16 Is directed to subject matter of two categories i.e. a process and a
use, thereby resulting in a lack of conciseness of the claim. (

3 Novelty

D1 describes a biotechnological process for the productlon of epothilones wharsein

the culture medium is worked-up by .

(a) mixing the aqueous centrifugate with a synthetic resin, :

(b) desorbing the epothilones from the resin with a polar solvent (especlalty an
alcohol, cf. page 14, lines 4-5)

(c) concentrating the resulting solution if necessary,

(d) separating the epothilones by reversed-phase chromatography,

(e) followed by recrystallization if desired (cf. claims 12-14; and page 37,
example 3 whersin the polar solvent Is isopropanol).

The term "weakly polar solvent® used in present claims 1, 7, 9, 14 and 16 doeé not
unequivocally distinguish the present used solvents from the polar solvents used
in D1. Consequently, present claims 1, 7, 9, 14 and 16 lack novelty in view of D1.

Furthermore, claim 12 relates to a process whersin the weakly polar solvent is.
characterized by the parameters x, = 0.20-0.40, X, = 0.17-0.34 and x, = 0.38-0.54.
As D1 discloses a process for desorbing epothilones from a resin with a polar |
solvent, especially an alcohol (cf. page 14, lines 4-5) and, according to D7, one
such alcohol i.e. methoxyethanol is characterized by the parameters x, = 0.38, x4
= 0.24 and x,, = 0.38 the process according to present claim 12 overlaps with the
disclosure of D1 insofar as the alcohol methoxyethanol is concerned. Claim 12

tacks thus novelty in view of D1. :

D2 describes a blotechnological process for the production of epothilones A and

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-Aprl 1897)
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4.1

4.2

B, and D3 a biotechnological manufacture process for the epothilones C-F. These
processes comprise the step of desorbing the epothilones from an absorber-resin
with methanol (D2, page 8, last paragraph; D3, claim 1, step c). In view of D2 and
D3 the present claimed matter may be regarded novel since it refers to a "weak
polar solvent® instead of methanol for the desorption of epothilones from a resin.

The documents D4 to D7 do not appear relevant to the question of novelty of the
present claimed matter, since the sald documents do not disclose the desorption
of epothilones from a resin. -

Inventive Step

Insofar as the application relates to novel processes or uses involving lower alkyl
halogenides, aromatic solvents as well as solvents characterized by the
parameters of claim 13 for desorbing epothilones from a resin, the following
observations apply to the requirements of inventive step.

The application exemplifies the desorption of epothilone B from Amberlite XAD-16
with toluene instead of isopropanol as exemplified in D1 (present application: |
page 13, example 1; D1, page 37, example 3). The application furthermore
provides comparative data for the desorption of epothilone B with toluene and
dichloromethane in comparison with isopropanol (pages 16-18, table 1). The data
show that the use of toluene as desorbant results in a decreased desomtion time
and increased yield of desorbed epothilone B compared with isopropanot (cf. page
17, runs 10-12 in comparison with run 9); and the comparison of the »
dichloromethane and isopropanol runs indicate a positive trend in favour of
dichloromethane (cf. page 16, run 4 in comparison with run 3).

In view of D1 the problem underlying the present application may be seen in the
provision of an altemative, improved, process for the desorption of epothilones
from absorber resins. Since the favourable effects of toluene and dichloromethane
on the desorption of epothilone B does not appear obvious in view of the cited
prior art, an inventive step may be acknowledged for processes invoiving lower
alkyl halogenide, aromatic solvents or solvents characterized by the parameters of
claim 13 as desorbants as well as for the use of these solvents for the desorption

of epothilones l.e. the claims 5, 6, 13 and 15.

Form PCT/Separate Sheat/409 (Sheet 4) (EPO-April 1997)



What is claimed ig;

. A process for desorbing epothiones from a resin, said process making use of a weakly
polar or apolar solvent,

The process according to claim 1 wherein the epothilones to be daaorbad are epothﬂona
* -A or epothilone B.

- ?rheprocessawordhgfoanyonobfdah-nsiorzwherehmeresinisasynmaﬂbmsh.

. Tha process according to claim 3 whereln the resin Is a synthetic resin based on
styrane/divinylbenzene copolymera.

.- The process according to any one of claims 1 to 4 whersin the weakly polar or apolar
solvent is selected from tha group conslisting of lower alkyl halogenides and aromatic
solvants or a mixture oftwoormoresudlsolvenm.wherammepreﬂxﬁowm"maam that
the radical contains up to 7 carbon atoms.

. The'process according to clalm 5, wharein an aromatic solvant Is used selected from the
group consisting of naphthalene, banzene, or naphthalene or benzene substituted by one
or more moleties selected from the group conslsting of lower alkyl, lower alkoxy, halogen,
nitro and lower alkoxy-lowsr alkyl; whereln the prefix “lower” means that the radical
contains up to 7 carbon atoms.

7. A process for the lsolation of epothilonas adsorbed to a synthetic resin which process

comprises
(m) the desorption of the epothilones from sald synthetic resin with a weakly polar or
apotlar solvent; and

« (iv) separation of the epothliones by reversed-phase duoma:ography after being
taken up in a suitable solvent and elution with a mixture of nitrile and water.

. A process according to any one of clalims 1 to 7, further Inciuding any further purification
steps desirable or requlred to corrie to the respective epothilones In purs form,

. A procass of working up epothilones from a reaction mbdure, said process comprising
desorbing the epothilones with a waeakly polar or apolar solvent, whers the step aof
_ desorption may be repeated in order to achieve more complets desomtion;

AMENDED SHEET
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- removing the solvent used for desorption from tha resulting solutions by evaporation;

- optionally crystallizing the epothiione(s) efter desorption; especially, for the crystallization
of epothilone B, adding a mixture of an alcoho! and a hydrocarbon and evaponating the
alcohol phase to dryness, and crystaliizing the epothilone B from an appropriate solvent
mbdture;

- (obligatory step) separating the epothilones by reversed-phase chromatography by
taking up the residue from the preceding step in a sultable solvent and eluting with a
mixture of nitrile and waler and removing the nitrile from the collected epothilons
comprising fractions by evaporation; if deslred, the remalning water with the epothilone is
then extractad with an ester with swsaquml evaporation of the epothllone containing
ester phasa to dryness;

- optionally further purlflying by adsorption chromatography;

- and finally recrystalltung a purified epotﬁlone from appropriate solvents or solvent
mixtures; 1

.89 .

in which procass, if necessary and/or desired, between each step belng empioyed, the

resulting solutions or suspensions are concentrated, and/or fiquid and sofld components are

separated from one another; wherein the prefix “lower” means that the radical contains up to

7 carbon atoms. :

10. A procass according to claim 8, where deaorption of the epothilones from the resin s
effected with a weakly polar or apolar solvent, aspecially as mentioned as belng prefer-
rad in claim 5 or 6; the solvent Is than removad as far as necassary, preferably until a dry
residue Is obtalned, where appropriate, the residus is taken up In an alcoholhydrocarbon
mbdure ina rdaﬂvafy low volums; the alcohol phasge (s evaporated, preforably to dryness,
and the aicohol extract Is then crystallized from a mixture of an alcohol and a hydro-
carbon the resutting solld crystaliized matsnial is then dissotved in a niiriie/water mixture
as described in claim 8, especially a 2:3 (v/v) acetonitrile/water mixture, and the resulting

°*
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feed solution Is poured, If required, after gplitting in more than one run, onto the
proparative revereed phase column; followed by elution with nitrle/water; then removal of
the nitrile of the resulting fractions contalning epothilone by evaporation follows and the
resulting water phase Is extracted with an ester; sakd ester extract is then evaporated and
subsequently the resulting material is recrystallized; whereln the prefix “lower” means

. that the radical contains up o 7 carbon atoma. :

11. A process according to anyono of dalms 7, 8 or 10 wherein the aspamtion of epoﬂ‘uTon
Aand B is achleved by simulatad moving bed (SMB) chromatography.

12. A process according to any one of clalims 1, 7, 9 or 10 whereln mo'wealdypolarorapoiar
solvent or a mixture of such solvents shows the folowing characteristics In the eluotmplc
row determined according to Snyder et al.:

Xy = 0,20-0,40; X, =2 0,16-0,38; and x, = 0,38-0,80

where x, is the proton acceptor parameter, X Is the proton donor parameter and x, ls
the dipole parameter, with the proviso thet X, + Xa + %=1, ;

13. A process according to clalm 12 wherein the weakly polar or apolar sofvent or a mixture
of such solvants shows the following characteristics In the eluctroplc row determined !

according to Snyder et al.: |

-

X, = 0,22-0,32; x, = 0,17-0,34; and x, = 0,39-0,54

whera x, is the proton 'acceptOr parameter, X, Is the proton donor parameter and x, is the t

b
1

dipala parameter, with the proviso that x, + Xg+ Xo =1 !

. 14.The use of a weakly polar or apolar solvent for the desorption of epothilones from a resin.

15. The use according to claim 14, wherein the weakly polar or apolar solvent la selected -
from the group consisting of lower alkyl halogenides and aromatic solvents, especially -
naphthaiene, benzene or naphthalene or benzene substituted by one or more moisties
selacted from the group consisting of lower alkyt, lower alkoxy, halogen, nitro and lower
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alkoxy-lower alikyl; or @ mixture of two or more such solventa; the resin [s a synthetlo
resin. '

16. A'process according to any one of_dalnis 1 or 3 to 13 or a usa according to claim 14 or
15, wherein the epothRones are selected from the epothiones A, B, D, Eand F.
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PROCESO PARA EL AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE EPOTILONAS

La invencién se refiere a un nuevo proceso

de

desorcién para epotilonas, especialmente epotilona A y/o

epotilona B, a partir de resinas, Yy & nuevos procesos
produccién, procesamiento, o purificacién, o métodos
fabricacién para epotilonas que comprenden dicho proceso
desorcién, asi como al uso de ciertos solventes para

desorcién de epotilonas a partir de resinas.

Antecedentes de la Invencién:

Las epotilonas A y B representan una nueva clase

ingredientes activos citotdxicos estabilizantes

de
de
de

la

de

de

microtubulos (ver Gerth, K. y colaboradoresé}J. Antibiot. 49,

-

560-3 (1966)) de la férmula:

en donde R significa hidrégeno (epotilona A)

metilo (epotilona B}.
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Desde de la descripcién de estas epotilonas (ver la
Publicacién Internacional Numerc WO 93/10121), se han dado a
conocer varios métodos para la sintesis y fabricacidén de
ambas epotilonas, y principalmente de numerosos derivados de
epotilona (colectivamente denominadas “epotilonas”
posteriormente en la presente), por ejemplo las dadas a
conocer en las Patentes Numeros WO 99/03848, WO 00/4%020, WO
00/49021, WO 00/47584, WO 00/00485, WO 00/23452, WO 99/03848,
WG 00/49019, WO 99/07692, WO 98/22461, WO 99/65913, WO
98/38192, WO 00/50423, WO 00/22139, WO 99/58534, WO 97/19086,
WO 98/25929, WO 99/67252, WO 99/67253, WO 00/31247, WO
99/42602, WO 99/28324, WO 00/50423, WO 00/39276, WO 99/27880,
WO 95/54319, WO 99/54318, WO 99/02514, WO 99/59985, WO
00/37473, WO 98/08849, US 6,043,372, US 5,969,145, WO
99/40047, WO 99/01124 y WO 99/43653. En adicién a la
epotilona A y la epotilona B, especialmente las epotilonas D
y E, descritas en las Publicaciones Internacionales Numeros
WO 97/19086 y WO 98/22461, y las epotilonas E y F, descritas
en la Publicacién Internacional Numero WO 98/22461, asi como
las epotilonas descritas en la Publicacién Internacional
Namero WO 99/02514 muestran propiedades intereresantes.

Como un ejemplo para el wuso terapéutico, la
Solicitud Internacional Numero WO 99/43320 describe un numero
de modos de administracién de epotilonas como agentes contra

enfermedades proliferativas, en especizl enfermedades

3
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tumorales, que, debido a su mecanismo similar, actdan de una
manera cpmparable a la del Taxol®, un agente contra el céncer
bien conocido y comerciado. La Publicacién Internacional
Namero WO 99/39694 da a conocer algunas formulaciones
especificas de las epotilonas, en especial A y B.

Las epotilonas, especialmente la epotilona A, y més
preferiblemente la epotilona B, ofrecen un nuimero de ventajas
en comparaciédn con los tratamientos establecidos, en especial
también en los casos en donde los tumores han llegado a ser
refractarios al tratamiento con Taxol. Por consiguiente, se
requieren urgentemente métodocs para su sintesis en mayores
cantidades con el objeto de satisfacer las demandas
anticipadas.

Los procesos de produccién mas eficientes hasta
ahora comprenden cuando mencs algunos pasos biosintéticos y
el aislamiento de las epotilonas a partir de un medio de
cultivo o similar.

QOriginalmente, ya se describié en la literatura la
extraccién de sustancias naturales por medio mixobacterias,
especialmente las epotiionas a partir de 1la cepa celular
Sorangium Cellulosum Soce90 {(depcsitada bajo el nuamero 6773
en la German Collection of Microorganisms, ver la Publicacién
Internacional Numero WO 93/10121). Con el objeto de obtener
una concentracién satisfactoria de las sustancias naturales,

en especial las epotilonas, anteriormente siempre se agregaba

b
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una resina de adsorbato basada en poliestireno al medic de
cultivo para la adsorcién al medio, por ejemplo Amberlite
XAD-1180 (Rohm & Haas, Frankfurt, Alemania).

Sin embargo, el inconveniente de este proceso es
gque, a una dJgran escala, c¢onduce a una abundancia de
problemas. Las valvulas se perjudican por los glébulos de la
resina, los conductos pueden bloquearse, y el aparato se

puede someter a un mayor desgaste debido a la friccién

mecanica. Los gldbulos de resina son porosos, y por
consiguiente, tienen wuna gran Area superficial interna
{aproximadamente 825 metros cuadrados/gramo de resina). La

esterilizacién llega a ser un problema, debido a que no se
pasa por autoclave el aire encerrado en la resina. Por
consiguiente, el proceso no se puede realizar préacticamente a
una gran escala utilizando adicién de resina durante el
cultivo de los microorganismos que producen las epotilonas.
Por consiguiente, se descubrié un proceso avanzado
para la produccién de epotilonas, especialmente de epotilonas
A y B, y se describe en la Publicacién Internacional Numero
99/42602. Este método comprende formar complejo de las
epotilonas a partir de un medio de cultivo de microorganismos
productores de epotilonas, comprendiendo este medio
ciclodextrinas u otros agentes formadores de complejos,
mezclar el medio de cultivo exento de células (por ejemplo el

filtrado o centrifugado del medio de cultiveo) con una resina
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sintética, por ejemplo una resina basada en copolimeros de
estireno/divinilbenceno como matriz, tal como Amberlite XAD-
16 (Roﬁm & Haas Germany GmbH, Frankfurt, Alemania) o Diaion
HP-20 (Resindion S.R.L., Mitsubishi Chemical Co., Milén,
Italia) con el objeto de absorber las epotilonas, y la
desorcién, en especial con un alcohel, en su mayor parte de
preferencia isopropanol. Esto es seguido por la adicién de
agua a la fase de alcohol, la remocidén de la fase de solvente
(de preferencia por evaporacién}, la separacién de fases del
residuo resultante en la presencia de un éster, especialmente
acetato de etilo o acetato de isopropileo, usualmente
filtracién molecular (cromatografia en gel) de la fase de
éster secada, la separacién de la mezcla de epotilonas
resultante mediante HPLC de fase inversa (de preferencia
mediante elucidén con una mezcla de nitrilo/agua, por ejemplo
acetonitrilo/agua), y opcionalmente la purificaciédn adicional
mediante separacién de fases en la presencia de una mezcla de
agua/éter, de preferencia la subsecuente cromatografia de
adsorcién sobre gel de silice, con el objetoc de lograr la
remocién adicional de impurezas, y la cristalizacién/
recristalizacién.

Aunque es un progreso util y apropiado para la
produccién a escala industrial, es método todavia sufre de

cliertas desventajas.

Por ejemplo, con el objeto de obtener suficiente
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pureza, es recomendable hacer usc del paso de filtracién
moleéular, o bien del pasoc de cromatografia por adsorcién de
gel de silice, o ambos. Vienen mis dificultades de la
separacién de fases en la presencia de un éster, tal como
acetato de etilo, lo cual (especialmente debido al largo
tiempo para la separacién de fases de la fase de agua/éster a
gran escala industrial) es muy tardado, asi como la
subsecuente evaporacidn, que en adicién es dificil de manejar
en vista de la espumacidén y el chisporroteo.

Por consiguiente, éste es un problema que debe ser
resuelto por la presente invencidédn para evitar muchas de las
dificultades anteriores tanto como sea posible, y encontrar
nuevas vias convenientes para el aislamiento de las
epotilonas, en especial de las epctilonas A y B, después de

su adsorcidén a una resina.

Descripcién General de la Invencidn

De una manera muy sorprendente, ahora se ha
encontrado gque mediante el simple reemplazo de los alcoholes
utilizados como solventes de desorcidén con otros solventes
determinados (denominados solventes débilmente polares o
apolares, como se especifica mas adelante), se proporciona un
descubrimiento real que se puede lograr con el objeto de
obtener una solucién a los problemas mencionados

anteriormente, conduciendo a ventajas adicicnales, tales como
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una mejor desorcién y un rendimiento final més alto. Entre
las ventajas adicionales esté&n: (i) mAs alta selectividad de
la desorcién; (idi) mas alta cantidad de epotilgnas
desorbidas, indicando una desorcién mas completa; (iii) no
hay reextraccién con éster (por ejemplo acetato de etilo),
con la altamente problemidtica separacién de fases de
agua/éster, y no hay la subsecuente evaporacién de é&ter
requerida; (iv}) no hay filtracién molecular, y usualmente no
se requiere cromatografia de adsorcién:; (v} se reduce
considerablemente el tiempo requerido para la desorcién; (vi)
menos pasos de proceso, (vii) riesgo reducidoe de
contaminacién (importante <c¢on las epotilonas altamente
téxicas) y/o (viii) manejo mejor y mas segquro (dependiendo
del solvente utilizado para la desorcidén = extraccién): vy
(ix) también, dependiendo del solvente, inesperadamente se
necesitan remover inclusive <cantidades m&s bajas de
subproductos o impurezas con una polaridad similar a la de
las epotilonas, especialmente a la de la epotilona B, después
de la cromatografia de fase inversa. Estas y otras ventajas
se pueden deducir a partir de los detalles dades en la

siguiente Descripcién Detallada de la Invencién:

Descripcién Detallada de la Invencidén

Un aspecto de la invencién se refiere a un proceso

para desorber epotilonas, en especial epotilonas A y/o B, en

¥
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particular epotilona B, a partir de una resina, especialmente
una resina sintética, con un solvente débilmente polar o
apolar.

Un aspecto adicional se refiere a un proceso para
procesar (o purificar) epotilonas, especialmente después de
su produccién en un medio convencional para sintesis quimica,
o de preferencia un medio de cultivo que comprénda
microorganismos, en especial mixobacterias, en particular del
género Sorangium, que son adecuadas para producir epotiionas,
especialmente epotilona A y/o B, y un componente formador de
complejo, comprendiendo este procesc el uso de un solvente
débilmente polar o apolar para la desorcién de las epotilonas
a partir de una resina.

Un tercer aspecto de la invencidén se refiere al uso
de un solvente débilmente polar o apolar para la desorcidn de
epotilonas, especialmente epotilona A y/o B, en particular
epotilona B, a partir de una resina, en especial una resina
sintética.

Los términos generales utilizados anteriormente en
la presente y mas adelante en la presente de preferencia
tienen los significados dados enseguida:

El término "epotilonas" se refiere de preferenqia a
cualquier epotilona o derivado de epotilona mencionado en las
Solicitudes de Patente Numeros WO 99/03848, WO 00/49020, WO
00/49021, WO 00/47584, WO 00/00485, WO 00/23452, WO 99/03848,

%
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WO 00/45%019, WO 99/07692, WO 98/22461, WO 99/65913, WO
98/38192, WO 00/50423, WO 00/22139, WO 99/58534, WO 397/19086,
WO 98/25929, WO 99/67252, WO 99/67253, WO 00/31247, WO
99/42602, WO 99/28324, WO 00/50423, WO 00/39276, WO 99/27890,
WO 99/54319, WO 99/54318, WO 99/02514, WO 899/59985, WO
00/37473, WO 98/08849, US 6,043,372, US 5,969,145, WO
99/40047, WO 99/01124 y/o WO 99/43653, mas preferiblemente a
la epotilona A, y en especial a la epotilona B, pero en un
aspecto mas amplioc de la invencidén, también a las epotilonas
D y E, descritas en las Publicacicones Internacionales Numeros
WO 97/19086 y WO 98/22461, las epotilonas E y F, descritas en
la Publicacién Internacional Nimero WO 98/22461, o las
epotilonas descritas en la Publicacién Internacional Namero
WO 99/02514. Todos estos documentos, especialmente con
respecto a los derivades de epotilona, y los derivados de
epotilona preferidos mencionados en los mismos, se adjuntén a
la presente como referencia.

Un solvente débilmente polar o) apolar de
preferencia tiene las slguientes caracteristicas:

Se prefiere un solvente que, en la fila eluotrépica
determinada de acuerdo con Snyder y colaboradores, J.
Chromatogr. Sci. 16, 223 (1978), muestra las siguiéntes
caracteristicas, en donde X. s el parametro del aceptor de
protones (indicador de la tendencia a formar enlaces de

hidrbgeno como aceptores de hidrégeno), X4 es un parametro
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del donador de protones (indicador de la tendencia a formar
enlaces de hidrégenoc como donador de hidrégeno), y x. es el
parametro de dipolo (que indica el caracter de dipolo),tcon
la condicidén de que %, + X4 + X, = 1, & una mezcla de estos
solventes: |

Xe = 0,20-0,40; x4 = 0,15-0,36; y x, = 0,38-0,60; de

preferencia

Xe = 0,22-0,32; %4 = 0.17-0.34; y x5, = 0,39-0.54.

Entre los solventes débilmente polares o apolares
muy preferidos estdn las alquilo inferior-alquilo infefior—
cetonas © las «cetonas ciclicas, tales como acetona,
metiletilcetona, Z2-pentanona, metilisobutilcetona, 0
ciclohexanona, mas preferiblemente éteres, en especial éferes
ciclicos, muy especialmente tetrahidrofuranc o dioxano;
todavia de una manera mas preferible compuestos de haldgeno
alifaticos, en especial halures de alquilo inferior,
especialmente dicloruro de metileno (= cloruro de metileno},
o diclorurc de etileno; o© muy especialmente solventes
aromadticos, en especial naftaleno o (de preferencia) beqceno
o naftalina, o (de preferencia) benceno sustituido por una o
mas, de preferencia una a tres ‘fracciones seleccionadas a
partir del grupe gque <consiste en alquilo infe;ior,
especialmente metilo, etilo o isopropilo, alcoxilo infefior,

especialmente metoxilo o etoxilo, haldgeno, especialmente
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flier, cloro, bromo o yodo, nitro y alcoxilo inferior-alquilo
inferior, especialmente etoximetilo; en especial tolueno,
etilbenceno, xileno, especialmente o-, m-, & p-xileno,
mesitileno, seudo-cumeno, hemeliteno, cumeno, isopropil-
tolueno, haluros de fenilo, especialmente fluorobenceno,
clorobencenc, bromobenceno o yodobenceno, alcoxilo inferior-
bencenos, especialmente etoxibenceno o metoxibenceno, o}
alcoxilo inferior-alquilo inferior-bencencs, especialmente
etoximetilbenceno (benciléter): o cualquier mezcla de dos o
mas, por ejemplo de 2 a 4 de estos solventes; se prefieren
mas alquilo inferior-bencencs, especialmente etilbenceno,
xileno, especialmente o-, m-, ¢ p-xileno, mesitileno, seudo-
cumeno, hemeliteno, cumeno, isopropil-tolueno, y mas
especialmente tolueno.

El término "solvente débilmente polar o apolar”
también incluye mezclas de dos o mads de 1los solventes
descritos anteriormente en la presente y posteriormente en la
presente, por ejemplo de 2 a 4 de estos solventes.

El prefijo "inferior" siempre indica que el radical
correspondientemente mencionado contiene de preferencia hasta
un maximo de 7 Atomos de carbono, en particular hasta 4
dtomos de <carbono, y estd ramificado o© no ramificado.
Alquilo inferior puede estar, por ejemplo, no ramificado o
ramificado una o mas veces, y es, por ejemplo, metilo, etilo,

propilo tal como isopropilo o propilo normal, butilo tal como
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isobutilo, butile secundario, butilo terciario o butilo
normal, © también pentilo tal como amilo o pentilo normal.

Halégeno es de preferencla yodo, bromo, cloro, o
fluor.

Un hidrocarburo de preferencia es un compuesto
orgdnico que tiene de 4 a 32, mas preferiblemente de 4 a 20,
todavia més preferiblemente de 6 a 16 Atomos de carbono, y
puede ser alifatico, por ejemplo un alcano saturado lineal,
ramificado, o ciclico, por ejemplo ciclohexano, un compuesto
organico lineal, ramificado, o ciclico (no aromatico) con uno
o mé&s dobles vy/o triples enlaces, o un hidrocarburo
aromatico, siendo este Ultimo insustituido ¢ sustituido por
uno 0 mas, por ejemplo hasta tres, sustituyentes
seleccionados a partir del grupo que consiste en alquilo
inferior, especialmente metilo, etilo o isopropileo, alcoxilo
inferior, especialmente metoxilo o} etoxilo, halégeno,
especialmente fluor, cloro, bromo o yodo, nitro, y alcoxilo
infericr-alquilo inferior, especialmente etoximetilo; de
preferencia por 1 a 3 fracciones de alquilo inferior.

Un alcohol es de preferencia un hidroxialcano
inferior, especialmente metanocl, etanocl, o n- o iso-propanol.

Una resina es especialmente una resina sintética,
de preferencia una resina basada en copolimeros de estireno y
divinilbenceno, m&s preferiblemente Amberlite XAD-4, o de

preferencia Amberlite XAD-16 [Rohm & Haas Germany GmbH,
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Frankfurt] & Diaion HP-20 [Resindion S8.R.L., Mitsubishi
Chemical Co., Mildn]. Queda sin decir que una resina a partir
de la cual se vaya a desorber una epotilona o epotilonas de
acuerdo con la invencién, tiene epotilonas no covalentemente
en contacto con ella (por ejemplo, reversiblemente enlazadas
con ella o adsorbidas a ella). En otros términos, cuando se
utiliza el término "resina", significa "resina que tiene una
o mas epotilonas en <contacto con ella, en especial

reversiblemente enlazadas o absorbidas a ella".

Aspectos Preferidos de la Invencién:

En un aspecto preferidoc de 1la invencidén, la
invencién se refiere a un proceso que comprende una desorcién
a partir de una resina con un solvente débilmente polér o)
apolar como se describe anteriormente o mas adelante, el cual
comprende cualesquiera pasos de purificacién adicicnales
deseables o requeridos para llegar a las epotilonas
respectivas, especialmente epotilona A y mas especialmente
epotilona B, en forma pura, de preferencia las descritas como
preferibles en la presente invencién.

El procesamiento de las epotilonas es precedido por
la reaccién o el proceso que conduce a un producto de
reaccién que comprende epotilonas para procesarse, las cuales
gse aislan (i) ya sea a partir de las mezclas de reaccién

guimicas después de la solucién en un medioc polar acucso
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apropiado, o (ii) mis preferiblemente a partir ' del
sobrenadante (por ejemplo, una ciclodextrina que contenga una
descrita en la Publicacién Internacional Numero WO 99/42602)
de un medioc de cultiveo con microorganismos productores de las
epotilonas, mediante la separacién de un cultivo en la fase
liquida (por ejemplo centrifugado o £filtrado) vy 1la fase
sélida (células), especialmente por medio de filtracién o
centrifugacién {(centrifugo tubular o separador).

Este tratamiento previo de preferencia se conﬁin&a
entonces mediante mezcla directa de la solucidn {((i)) o de la
fase liquida ((ii)) c¢on una resina, especialmente una resina
sintética, en especial una resina basada en copolimercs de
estireno y divinilbenceno como matriz (referida
posteriormente en la presente también simplemente como resina
de poliestirenc), tal como Amberlite XAD-16 ¢ Diaion HP-20
(de preferencia en una proporcién del volumen . del
centrifugado:resina de aproximadamente 10:1 a 100:1, de
preferencia de aproxXimadamente 50:1}). Después de un pe;iodo
de contactc de preferencia de 0.25 a 50 horas, especialﬁente
de 0.8 a 22 horas, la resina se separa, por ejemplc mediante
filtracién, sedimentacién, o centrifugacidén. Si se requiere,
después de la adsorcién, la resina se iava con un solvente
fuertemente polar, de preferencia con agua. 5
Luego se inicia el ©proceso de procesamiento

preferido de acuerdc con la presente invencién: La desorcién
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de las epotilonas (formando como tal, un aspecto muy
preferido de 1la invencién) se efectda con un solvente
débilmente polar o apolar, en particular con haluros de
alguilo inferior, especialmente dicloruro de metileno o
dicloruro de etileno, o mas preferiblemente solventes
aromaticos, en especial naftaleno o (de preferencia) benceno,
o naftalina o (de preferencia) benceno sustituide por una o
mis, de preferencia una a tres fracciones seleccionadas a
partir del grupo que <consiste en alquilo inferior,
especialmente metilo, etilo o isopropilo, alcoxilo inferior,
especialmente metoxilo o etoxilo, haldgeno, especialménte
fluore, <c¢loro, brome o yodo, nitro y alcoxilo inferior-
alquilo inferior, especialmente etoximetilo; de una manera
muy preferible tolueno. El pasc de extraccidén se pﬁede
repetir una o mas veces, de preferencia de 0 a 3 veces,
egpecialmente una vez, con el objeto de obtener una desorcidén
mas completa cuando sea necesario o se desee.

El procesamiento {en el caso de una extraccién
repetida combinada) de las soluciones de epotilonas
desorbidas que se pueden obtener de esta manera, de
preferencia continda con la remocién del solvente utilizado
para la desorcién a partir de las soluciocnes resultantes
mediante evaporacién (destilacién), de preferencia por medio
de concentracién en un reactor, Yy subsecuentemente en un

evaporador giratorio al vacio.
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Subsecuentemente, tiene lugar un procesamiento
adicional wutilizando 1los siguientes pasos, en donde es
obligatorio el ©paso de purificacién por medio de
cromatografia de fase inversa con elucién con un nitgilo,
mientras que los demds pasos son opcionales: '

- cristalizacién de las epotilonas después de la
desorcidén; especialmente, para la cristalizacién de la
epotilona B, se agrega una mezcla de un alcohol y un
hidrocarburo, en especial de un alcanol inferior y un
hidrocarburo alifdtico ciclico con 3 a 10 Atomos del anillo,
mas especialmente de metanol y ciclohexano {(de preferencia en
una proporcién por volumen/volumen de 1:10 a 10:1, en
especial de 1:3 a 3:1). La adicién de agua conduce a.una
rapida separacién de fases, y la fase de alcohol se evapora a
sequedad, por ejemplo por medio de un evaporador giratorib al
vacio. El extracto resultante, el cual comprende la epotiiona
B, se cristaliza después a partir de una mezcla de solvehtes
apropiada, en especial a partir de una mezcla‘ de
alcohol/hidrocarburc alifatico ciclico, mas preferiblemente
isopropanol/ciclohexano, de preferencia en una proporcién por
volumen/volumen de 1:10 a 10:1, mas preferiblemente de 1:6 a
6:1, y de una manera muy preferible de 1:6 a 1:4;

- separacién (obligatoria) de las epotilonas
mediante cromatografia de fase inversa después de recuperarse

en un solvente adecuado, en especial una mezcla de un nitrilo

¥
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Y agua, de preferencia acetonitrilo/agua, en una proporcién
por volumen/volumen preferida de 1:10 a 10:1, en especisl de
1:3 a 1:1, y elucién con una mezcla de nitrile y agua, de
preferencia caracterizada porgue la cromatografia se realiza
sobre una columna de un material de fase inversa, que se
carga con cadenas de hidrocarburo, tales como cadenas de
hidrocarburo que coﬁtengan 18 &tomos de carbono, en especial
un material RP-18, y se utiliza un eluyente gue comprenda un
nitrilo, en especial un alquilo inferior-nitrilo, en
particular acetonitrilc, en particular se utiliza una mézcla
de nitrilo/agua, en especial una mezcla de acetonitrilo/agua,
de preferencia en una proporcién del nitrile al agua de
aproximadamente 1:99 a 99:1, primordialmente entre 1:9 y 5:1,
por ejemplo entre 2:8 y 7:3, por ejemplo 3:7 & 4:6; y
remocién del nitrilo a partir de la epotilona recolectada (en
especial epotilona A, o mas especialmente epotilona B) que
comprende fracciones por evaporacién (destilacidn); si se
desea, entonces el agua restante con la epotilona se extrae
con un éster, en especial un alcancato inferior de aiquilo
inferior, de preferencia acetato de isopropilo, ; con
evaporacién subsecuente {(de preferencia primero enl un
reactor, luego en un evaporador giratorio al vacio) de la
epotilona que contiene la fase de éster, a sequedad; (si se
requiere, la solucién de epotilona de partida se puede

dividir y separar en mids de una pasada separada de fase
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inversa);

- solamente si se requiere (por ejemplo, como
una alternativa a la cristalizacién después de la desorcién),
cromatografia de adsorcién, en particular mediante la adicién
a una columna de gel de silice y elucidn con un solvente o
mezcla de solventes apropiada, en especial una mezcla de
éater/hidrocarburo, por ejemplo alcancato de alquilo
inferior/alcano de 4 a 10 Atomos de carbono, en especial
acetato de etilo o isopropile/hexano normal, en donde la
proporcién entre el éster y el hidrocarburo de preferencia
estd en el rango de 99:1 a 1:99, de preferencia de 10:1 a
1:10, por ejemplo 4:1;

- y finalmente, recristalizacién, por ejemplo a
partir de solventes o mezclas de solventes apropiados, por
ejemplo consistentes en ésteres, mezclas de éster/
hidrocarburo, © alccholes, en especial acetato de etilo o dé
isopropilo:tolueno, 1:10 a 10:1, de preferencia : 2:3
(epotilona A), o metanol o acetato de etilo (epotilona B):

en cuyo proceso, Si es necesario y/o se desea,
entre cada paso que se emplee, se concentran las soluciones o
suspensiones resultantes, y/o se separan los componéntes
liquidos y sélidos unos ‘de otros, en particular mediante
sedimentacién, filtracién o centrifugacién de las soluciones/
suspensiones. Las definiciones mas precisas mencionadas

anteriormente Yy mas adelante se pueden utilizar de
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preferencia en los pasos individuales anteriores.

Un aspecto preferido de la invencién se refiere
tamblén a un proceso para el aislamiento de las epotiionas
adsorbidas a una resina sintética, en especial'epotilona R, ©
mas especialmente epotilona B, cuyo proceso comprende:

(i) 1la desorcidén de las epotilonas a partir de la
resina sintética con un solvente débilmente polar o apolar,
en particular con haluros de alquilo inferior, en especial
dicloruro de metileno o dicloruro de etileno, o : mas
preferiblemente solventes arométicos, en especial naftaleno o

{de preferencia) bencenpo, o naftalina o (de preferencia)

" benceno sustituido por una o mas, de preferencia una a tres

fracciones seleccicnadas a partir del grupc gue consiste en
alquilo inferior, en especlal metilo, etilo o isopropilo,
alcoxilo inferior, en especial metoxilo o etoxilo, haldgeno,
en especial fluor, cloro, bromo o yodo, nitro y alcoxilo
inferior-alquilo inferior, en especial etoximetilo; méas
preferiblemente tolueno; o en un aspecto més amplio de la
invencién, una mezcla de dos o més de estos solventes; y ’
(ii) la separacién de las epotilonas mediante
cromatografia de fase inversa después de recuperarse en un
solvente adecuado, en especial una mezcla de un nitrilo y
agua, de preferencia acetonitrilo/agua, en una proporcién por
volumen/volumen preferida de 1:10 a 10:1, en especial de 1:3

a 1:1, y elucién con una mezcla de nitrile y agua, de

3%
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preferencia caracterizada porque la cromatografia se realiza
sobre una columna de un material de fase inversa, en especial
un material RP-18, que se carga con cadenas de hidrocarbﬁro,
tales como cadenas de hidrocarburo que contengan 18 Atomos de
carbono, y se utiliza un eluyente gque comprenda un nitrilo,
en especial un alquilo inferior-nitrilo, en particular
acetonitrilo, y se wutiliza en particular una mezcla de
nitrilo/agua, en especial una mezcla de acetonitrilo/agua, de
preferencia en una proporcién del nitrilo al agua de
aproximadamente 1:99 a 99:1, primordialmente entre 1:9 y 9:1,
por ejemplo entre 2:8 y 7:3, por ejemplo 3:7 & 4:6.

En un aspecto preferido adicional de la invencién,
el proceso del udltimo pAarrafo, empezando con el paso (i) y
comprendiendo el paso (ii), implica ademds cualesquiera pasos
de purificacién adicionales deseables o regqueridos para
llegar a las epotilonas respectivas, en especial epotilona A,
y mAs especialmente epotilona B, en forma pura, de
preferencia las descritas como preferibles en la presente
invencién.

La preparacidén para el procesamiento de preferencia
se realiza como sigue: la adsorciédn de las epotilonas, en
especial a partir de mezclas de reaccién quimica, o mas
preferiblemente a partir del sobrenadante de cultivos de
microorganismos, se puede lograr comc se describe en la

Publicacién Internacional Numero WO 99/42602, o en analogia a
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la misma:; brevemente, las epotilonas se encuentran en el
centrifugado, que luego se mezcla directamente con una resina
sintética, en especial wuna resina de copolimero. de
estireno/divinilbenceno, tal como BAmberlite XAD-16 & Diaion
HP-20 (de preferencia en una proporcién por volumen. del
centrifugado:resina de aproximadamente 10:1 a 100:1, de
preferencia de aproximadamente 50:1), y se agita eﬂ un
agitador. En este paso, las epotilonas se transfieren a la
resina, Después de un periodo suficiente para la adsorcién,
por ejemplo un periodo de contacto de aproximadamente 0.2 a
10 horas, 1la resiﬂa se separa mediante centrifugacién o
filtracién. La adsorcibén de las epotilonas sobre la resina
también se puede efectuar en una columna de cromatografia,
colocando la resina en la columna, y pasando el centrifugado
sobre la resina. Después de la adsorcién, la resina se lava
con agua.

Entonces empiezan los procesces preferidosf de
acuerdo con la invencién y proceden como sigue: La desorcién
de las epotilonas a partir de la resina de preferencia se
efectlia con un solvente débilmente polar o apolar de acuerdo
con la invencién, en especial uno descrito como preferido
anteriormente o ma&s adelante, en especial clorure de
metileno, o més especialmente toluenc. Luegc se remueve el
solvente tanto como sea necesario, de preferencia hasta que

se obtenga un residuo seco. Cuando sea apropiado, el residuo

}

92
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5¢ recupera en una mezcla de alcohol/hidrocarburo, en
especial en metanol/ciclohexano, de preferencia en las
proporciones descritas anteriormente, en un volumen
relativamente bajo. La fase de alcohol se evapora, de
preferencia a sequedad, y luego se cristaliza el extracto de
alcohol a partir de una mezcla de un alcohol, en especial
isopropanol, y un hidrocarburo, en especial ciclohexano, de
preferencia en las proporciones descritas anteriormente.
Luego se disuelve el material cristalizado s6élido resultante
en una mezcla de nitrilo/agua, de preferencia comé se
describié anteriormente, en especial una mezcla de 2:3
(volumen/volumen) de acetonitrilo/agua, y la solucién de
alimentacidén resultante se vierte, si se requiere, después de
dividirse en més de una pasada, sobre una columna de fase
inversa de preparacién. Sigue la elucién con nitrilo/agua,
en especial como se mencioné. El (aceto)nitrilo de las
fracciones resultantes que contienen epotilona, en espgcial
epotilona A, y mas especialmente epotilona B, se remueve por
evaporacién (destilacién), y la fase de agua resultante se
extrae con un éster, en especial acetato de isopropilo.
Luego se evapora el extracto de éster, de preferencia a
sequedad, y subsecuentemente se recristaliza el material
resultante, por ejemplo se cristaliza wuna fraccién de
epotilona A directamente a partir de wuna mezcla de

éster/hidrocarburc, por ejemplo acetato de etilo:tolueno =
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2:3, y la fraccidn de epotilona B a partir de un éster, en
especial acetato de etilo, o de preferencia a partir dé un
alcohol, en especial metanol.

Especialmente con el tolueno, se ha descubierté un
eluyente altamente selectivo (desorbente) que permite lograr
un rendimiento de aproximadamente el 100 por ciento en la
mitad del tiempo de desorcién necesario con el isoproéanol
utilizade en la Publicacién Internacional Numero WO 99/42602.
De una manera sorprendente, se incrementa la cantidad de
epotilonas desorbidas, por ejemploc hasta el 130 por ciento
después de la desorcidén con tolueno, al compararse con la
desorcién con isopropancl. (Aunque esto parece prima facie
imposible desde un punto de vista tedérico, ilustra bien una
importante ventaja de la presente invencién: El resuitado
estd relacionado con el ensayo de la resina cargada. Debido
a que el ensayo hizo uso de isopropanol para la desorcién, se
tuvo que tomar como base un procedimiento de desorcién
incompleto, conduciendo originalmente a valores de ensayo més
bajos, que ahora resultan ser decepcionantes). La mezcla de
epotilona (sin o con la cristalizacién precedente)} se puede
aplicar directamente a la columna de fase inversa. El proceso

llega a ser altamente robusto con respecto a las cantidades

de solvente, las velocidades de agitacién, y las’

temperaturas. Aunque para los alcoholes (por ejemplo etanol o

isopropanol) bajo agitacién, se puede demostrar una desorcidn
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de dos fases, en donde se desorbe una primera cantidad de
material que comprende epotilona en un primer pericdo de
tiempo (que se puede explicar posiblemente por la
distribucidén de tamafios de poros que se encuentran en el
poliestireno XAD-16 que tiene dos m&ximas de distribucién), y
una segunda cantidad después de un periodo de tiempo
adicicnal, no se encuentra este comportamiento indeseable con
el tolueno, o tampoco con el diclorometano, en dond? se
desorbe todo el material ya en el primer periodo de tiempo.
Bajo condiciones comparables, el residuo de la evaporacion,
en el caso del isopropanol para las épotilonas Ay B, en un
ejemplo, se ha encontrado que es de 40 gramos, con el cloruro
de metileno de 3.3 gramos, en gl caso de tolueno solamente de
0.9 gramos, con por ejemplo 17-18 g-% de epotilona B después
de la desorcidén a partir de resinas de copolimero de
estireno/divinilbencenoc obtenidas a partir de sobrenadantes
de cultivo que comprenden ciclodextrina, como se describe en
la Publicacién Internacional Numero WO 99/42602, indicando
una pureza mnucho mas alta. Aungue el tolueno tiene las
ventajas mas significativas, el diclorometano tiene comoc una
ventaja su facilidad de remocidén, debido al bajo punto de
ebullicién.

La separacién de las epotilonas A y B también se
puede lograr mediante la realizacién de la cromatografia . dada

a conocer en la presente, en su planteamiento de lecho en
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movimiento simulado (SMB). Las cromatografias de lecho en
movimiento  simulado se utilizan ampliamente para la
separacién de mezclas binarias, por ejemple la separaci&n de
racematos sobre fases estacionarias quirales, éor ejempl§ los
procesos SORBEX en las industrias petroquimicas, como Parex &
Molex, o el proceso SAREX en la industria del azdcar.
Comparandose con la cromatografia por lotes, la cromatogfafia
de lecho en movimiento simulado proporciona la ventaja de una
operacién unitaria a contra-corriente continua, que conduce a
una mayor productividad y a un consumo reducido de la fase
mévil. Los exXpertos en la técnica conocen varios
procedimientos sistemdticos para el desarrolloc del método de
las cromatografias de lecho en movimiento simulado. Estos
procedimientos son descriteos, por ejemplo, por R.-M. Niéoud,
M. Bailly, J. Kinkel, R.M. Devant, T.R.E. Hampe y E. Kisters
en Proceedings of the 1lst European Meeting on Simulated
Moving Bed Chromatography, (1993), ISBN 2-905-267-21-6
padginas 65-88; E. Kusters, G. Gerber, y F.D. Antia,
Chromatographia, 40 (1995) 387; T. Prdll y E. Kiusters, J.
Chromatogr. A, 800 (1998) 135; & C. Heuwer, E. Kusters, T.
Plattner y A. Seidel-Morgenstern, J. Chromatogr. A, 827
{1998) 175.

Los pardmetros b&sicos para la separacién de las
epotilonas A y B con cromatografia de lecho en movimiento

simulado, se pueden tomar directamente a partir de la

46
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separacién de LC convencional. De preferencia, el gel de
silice de fase inversa (RP 18) se toma como 1la fase
estacionaria, y las mezclas de agua/acetonitrilo como las
fases méviles. El conjunto final de velocidades de flujo
(para las zonas individuales del lecho en movimiento simulado
Yy el tiempo de conmutacién, respectivamente) se puede tomar a
partir de un simple esquema de flujo, como fue desarrollado
por E. Klusters y colaboradores en Chromatographia, 40 (1995)
387, o después de una estimacién cuildadosa de las isotermas
de adsorcién estipuladas en J. Chromatogr. A, BOO (1998) 135
y en J. Chromatogr. A, 827 (1998) 175. El procesamiento de
las corrientes de extracto y refinado se puede realizar de
nuevo como se describe para la separacién de LC convencional.

La 1invencién se refiere de una manera mas
preferible a 1los procesos y métodos descritos en los

siguientes ejemplos:

B losg:
Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la

invencién, sin limitar su alcance.

Precaucién: Cuande se manejan epotilonas, se deben

tomar medidas de proteccidén apropiadas, donde sea necesario,

en vista de su alta toxicidad.

a%
4
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Ejemplo 1: Procedimiento de procesamiento para la epotilona B

La desorcién de 591.7 kilogramos de resina cargada
(resina de copolimero de estireno/divinilbenceno XAD-16
cargada con epotilonas A y B a partir de un medio de cultivo)
se efectdia mediante la agitacién de 1la resina en dos
porciones, cada una con 720 litros de tolueno en 4 porciones
durante aproximadamente 8 horas. La separacién de la fase de
toluenc de la resina tiene lugar utilizando un filtro de
succién. Las fases de tolueno combinadas se lavan en dos
porciones, cada una con 250 litros de agua. Después de la
separacidén de fases, el extracto de tolueno se concentra en
un reactor de 1000 1litros hasta aproximadamente 20 a 40
litros, y después se concentra a sequedad en un evaporador
giratorio al wvacio. El resultado es un extracto de tolueno
de 4.095 kilogramos que contiene 209 gramos de la epotilona
B. El extracto de tolueno se disuelve en 16.5 litros de
metanol y 24.5 litros de ciclohexano. Después de la adicién
de 0.8 1litros de agua, se presenta inmediatamente la
separacién de fases. La fraccién de metanol se evapora a
sequedad en un evaporador giratorio al vacio, produciendo
1.025 kilogramos de residuo de evaporacién que contiene 194
gramos de la epotilona B. El extracto de metanol se
cristaliza después en una mezcla de solventes consistente en
2.05 litros de isopropanol y 10.25 litros de ciclohexano,

produciendo 0.4 kilogramos de material cristalizado que
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contiene 184 gramos de la epotilona B. Los cristales =se
disuelven en 3.2 litros de acetonitrileo/agua = 2/3 (volumen/
volumen), y 1la soclucién de alimentacién resultanté se
transfiere en 3 pasadas separadas, a una columna de fase
inversa de preparacién (25 kilogramos de gel de silice
esférica RP-18, YMC-Gel ODS-A 120; 5-15 micras; Waters Corp.,
Milford, Massachusetts, EUA). La elucidén se efectia. con
acetonitrilo/agua = 2/3 {(volumen/volumen) como la fase mévil,
con una velocidad de flujo de 2.3 litros/minuto; tiempb de
retencién de epotilona B = 77-96 minutos, tiempo de retencién
de epotilona B = 96-112 minutos. El fraccicnamiento se
monitorea con un detector de ultravioleta a 250 nanémetros.
El acetonitrilo de las fracciones combinadas de epotilona B
(de las tres pasadas) se destila, y la fase de agua restante
se extrae con 504 1litros de acetato de isopropilo. El
extracto de acetato de isopropilo se concentra en un reéctor
de 630 litros hasta aproximadamente 20 a 40 litros, y después
se concentra a sequedad en un evaporador giratorio al wvacio.
El peso del residuo de la evaporacién de las fracciones de
epotilona B es de 170 gramos, y tiene un contenido del 98.4
por ciento de acuerdo con la HPLC (estandar externo). El
material resultante finalmente se cristaliza en 2.89 litros
de metanol a 0-5°C, produciendo 150 grameos de cristalizado
puro de epotilona B.

Punto de fusién: 124-125°C;

1
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Datos de
DMS0O-de6.
™S. § =

'H RMN para epotilona B
Desplazamiento quimicc 8 en ppm en relacién con
singulete, d = doblete,

8 (multiplicidad)

7.34
6.50
5.28
5.08
4.46
4.08
3.47
3.11
2.83
2.64
2.36
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1.83
1.61

1.47~

1.18
1.13
1.06
0.89
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BEjemplo 2: Comparacién de diferentes procesos de desorcién

para la praeparacién de epotilona B:

360 mililitros de cada una de una suspensién acuosa
de la resina de copoclimero de estireno/divinilbencenc XAD-16
cargada con epotilonas A y B a partir de un cultivo de
mixobacterias mediante el método descrito en la Publicacién
Internacional Numero WO 99/42602 (correspondientes a 194
gramos de Amberlite® XAD-16 humeda), se extraen con los
solventes y bajo las condiciones mencionadas en la siguiente
tabla, en un reactor de vidrio agitado (agitadeor de ancla de
laboratorio comin) con un frita sinterizada en el fondo
(reactor por lotes en fase sblida hecho en casa, diametro
interno de 10 centimetros por 20 centimetros de longitud,

“Agitador/Frita” posteriormente en la presente).

Tabla 1: Comparacién de los matodos de desorcién para la

fabricacién de Epotilona B.

Resina de partida (resina con epotilona adsorbida):

- # 1001 carga teodbrica de 70 miligramos por 360
mililitros de suspensién de resina (corresponden a 70
miligramos por 194 gramos de XAD-16 humeda)

- # 1003 carga teérica de 114 miligramos por 360
mililitros de suspensién de resina (corresponden a 114

miligramos por 194 gramos de XAD-16 humeda).

4o
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Variante 7 8 9 1j0 11 12
Reactor Erl/Agitador | Agitador/frita | Reflujo (42-45°C) | Agitador/Frita | Agitador/Frita | Agitador/Fitra

Magnético® (TA) (TA) (TA) (43°C)
Resina de #1003 #1003 #1003 #1003 #1003 #1003
partida
Cantidad de 1000 360 180 360 360 360
suspensién de
resina (ml)
Solvente de Cloruro de Tolueno Isopropanol Tolueno Tolueno Tolueno
desorcién metileno
Agitacién (rpm) ? 640 250 250 640 250
Volumen (1) 1x05=05 | 3x0.72=22 1x1.8=18 4x036=144 [4x036=144 | 4x036=1.44
Tiempo de 5 3 6 4 4 4
desorcién (h)
Evaporacién (h) Ninguno 6 Ninguno Ninguno Ninguno
Adicién de Ninguno 0.5 0.54 0.5% 0.5 0.5¥
agua (1)
Extracciébn con Ninguno Ninguno 1.1 Ninguno Ninguno Ninguno

acetato de etilo

()]
Tiempo de Ninguno 0.1 15 0.1 - 0.1 0.1
separacion de
fases (h)
Evaporacion (h) 1 1 1 1 1 1
Residuo de 438 0.88 232 0.75 0.88 095
evaporacion (g)
Contenido (%) 0.5 17.4 2.69 17.6 17.1 15.8
Rendimiento: 22 (69) 153 (134) 62.5(110) 132 (116) 150 (132) 150 (132)
(mg) %
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No optimizado; en el casc de 2 extracciones, se pilerde aproximadamente el 5

por ciento del rendimiento.
La retroextraccién triple con agua no remueve ningin componente polar.
Primera de 3 separaciones de fases durante la noche.

El material, al compararse con el residuo de la evaporacién de acetato de

etilo, se puede pasar por cromatografia mucho mejor sobre gel de silice.
Corresponde a un residuo de evaporacién de aproximadamente 25 a 30 gramos.
Horno de secado (alto vacio) durante el fin de semana.

Posiblemente un resultado, con respecto al tiempo utilizado, de la generosa

primera separacién de fases.

Recuperacién: primera extraccién = 700 mililitros; segunda extraccién = 660

-mililitros; tercera extraccidn = 680 mililitros. . - . . -
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Recuperacidon: primera extraccién = 670 mililitros; segunda extraccién = 710

mililitros; tercera extraccién = 720 mililitros.
Todavia no se ha confirmado la necesidad de adicién de agua.

Simplifica 1la remocién del agua originalmente presente (la XAD-16 se

recupera mediante agua tal como se utilizd).

En vista de los resultados de las variantes 8, 11 y 12, y las curvas de
elucién para todos los experimentos con toluenc, no se puede excluir el uso

de una cantidad mas pequefia de resina.

«Erl./agitador magnético'significa la agitacidén magnética en un matraz Erlenmeyer
«Cloruro de metileno” («Clor.de metileno’) es diclorometano.
«Agitador/Frita’ significa agitador/frita.

-TR" significa temperatura ambiente.
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A partir de estos experimentos y de los datos
adicionales, se puede deducir que, en comparacién con el
isopropanol, la extraccién con cloruro de metileno ofrece una
mejor selectividad, un tiempo mAs corto de extraccién
{(aproximadamente por un factor de 2), una destilacién de
solvente mis rédpida (el punto de ebullicién del cloruro de
metileno es de aproximadamente 40°C, y el del isopropanol es
de 81-83°C), ya no se requiere la separacién de fases de
acetato de etilo/agua muy intensa en tiempo y muy
problemadtica, ya no se requiere mas la segunda destilacién
del solvente, de tal manera que se puede utilizar un namero
mas bajo de pasos de proceso, dando como resultado un riesgo
de contaminacidén més bajo, y un manejo mejor y mAs seguro; €S
posible el procesamiento en la mitad del volumen (por
ejemplo, en reactores de 1000 litros en lugar de reactores de
2000 1litros); el producto de epotilona B tiene un mejor
perfil de pureza (menos subproductos con una polaridad
comparable a la de la epotilona B), y el residuo de la
evaporaciédn no chisporrotea ni espuma, como en el casoc con la
extraccién con acetato de etal. Para la desorcidn con
tolueno, se obtiene un rendimiento mas alto en comparacién
con la extraccidén con isopropanol (aproximadamente el 100 en
lugar de aproximadamente el 80 por ciento)}, se puede observar
una mejor selectividad (con el isopropanocl, se desorbe

aproximadamente 10 veces la cantidad de subproductos}, se
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reduce el tiempo de extraccidn considerablemente (pof un
factor de 3), se simplifica la dificil filtracién después de
la desorcidén con isopropancl (la extraccién con isopropanol
era dificil de implementar a una mayor escala}), ya no se
requiere la segunda destilacién del solvente, es posible el
procesamiento en reactores maAs pequefios (nuevamente, por
ejemplo, es posible utilizar un reactor de 1000 litros en
lugar de un reactor de 2000 litros), es posible abandonar la
cromatografia de gel de silice (el residuo de la evaporacién
después de la desorciédn contiene ya aproximadamente el 40 por
ciento de una mezcla de epotilonas A/B), y el residuo de la
evaporacién después de la desorcién no muestra la espumacién
y el chisporroteo observados para el residuo a partir de la

extraccidén con acetato de etilo.

36 loa’
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para desorber epotilonas a partir

de una resina haciendo este proceso uso de un solvente
débilmente polar o apolar.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 1,
en donde las epotilonas que se van a desorber son epotilona A
é epotilona B.

3. El proceso de acuerdo con cualquiera de' las
reivindicaciones 1 ¢ 2, en donde la resina es una resina
sintética.

4. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 3,

en donde la resina es una resina sintética basada en
AN

A

copolimeros de estireno/divinilbenceno.

5. El proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en donde el solvente débilmente polar
o apolar se selecciona a partir del grupo gque consiste en
halurcs de alquilo inferior y solventes aromaticos, o© una
mezcla de dos o mads de estos solventes.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 5,
en donde se utiliza un solfénte aromatico seleccionadoc a
partir del grupo gue consiste en naftaleno, benceno, o
naftaleno o benceno sustituidos por una o m&s fracciones
seleccionadas a partir del grupo que consiste en alguilo

inferior, alcoxilo inferior, halégeno, nitro, y alcoxilo

1A
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(09

inferior-alquilo inferior.

7. Un proceso para el aislamiento de epotilonas
adsorbidas a una resina sintética, cuyo proceso comprende:

(iii)la desorcién de las epotilonas a partir de la
resina sintética con un solvente débilmente polaﬁ o apolar; y

(iv} la separacién de las epotilogas mediante
cromatografia de fase inversa después de recuperarse en un
solvente adecuado, y la elucién con una mezcla de nitrilo y
agua.

8. Un proceso de acuerde con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, el cual incluye ademé&s cualesquiera
pasos de purificacién adicionales deseables o requeridos para
llegar a las epotilonas respectivas en una forma pura.

9. Un proceso para procesar epotilonas a partir
de una mezcla de reaccién, comprendiendo este proceso:

- desorber las epotilonas con un solvente
débilmente polar o apolar, en donde el paso de desorcién se
puede repetir con el objeto de lograr una desorcidn mas
completa;

- remover el solvente utilizado para la
desorcién a partir de las soluciones resultantes mediante
evaporacién; [

- opcionalmente cristalizar las epotiloﬁ s
después de la desorcién; en especial, para la cristalizacién

de la epotilona B, agregar una mezcla de un alcohol y un




10

15

20

25

39

hidrocarburo, especialmente de un alcanol inferior Yy un
hidrocarburo ciclico alifatico con 3 a 10 anillos de &tomos,
y evaporar la fase de alcohol a sequedad, y cristalizar la
epotilona B a partir de una mezcla de solventes apropiada,
especialmente a partir de wuna mezcla de hidrocarburo
alifadtico ciclico/alcohol;

- (paso obligatorio) separar las epotilonas
mediante cromatografia de fase inversa, recuperando el
residuo a partir del paso anterior en un solvente adecuado,
especialmente una mezcla de un nitrilo y agua, vy eluir con
una mezcla de nitrilo y agua, preferiblemente caracterizado
por que la cromatografia se lleva a cabo en una columna en el
reverso de la fase de un material el cual se carga con
cadenas de hidrocarburo, especialmente un material RP-18 que
comprende cadenas de hidrocarburo que comprenden 18 Atomos de
carbono, y una elucidén que comprende nitrilo, especialmente
se utiliza un alquilonitrilo inferior, en particular se
utiliza una mezcla de nitrilo/agua, especialmente una mezcla
de acetonanitrilo/agua, y remover el nitrile de las
fracciones que comprenden la epotilona recolectada por
evaporacién; si se desea, el agua restante con la epotilona
se extrae entonces con un éster, con evaporacidén subsecuente
de la fase de éster que contiene epotilona a sequedad;

- opcionalmente, purificar ademas mediante

cromatografia de adsorcién, particularmente adicionando a la

110
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columna de gel silice y eluiendo con un soclvente apropiaao 0
mezcla solvente;

- y finalmente recristalizar una epotilona
purificada a partir de solventes o mezclas de solventes
apropiados;

en cuyo proceso, si es necesario y/c se desea,
entre cada caso que se emplee, las soluciones o suspensiones
resultantes ~se concentran, y/o los componentes liquidos vy
so0lidos se separan unos de otros, particularmente al
sedimentar, filtrar o centrifugar las soluciones 0
suspensiocnes.

10. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 9,
en donde la desorcién de las epotilonas a partir de la resina
se efectia con un solvente débilmente polar o apolar, en
especial como se menciondé como preferido en la reivindicacién
5 6 6; luego se remueve el solvente tanto como sea necesario,
de preferencia hasta que se obtenga un residuo seco, donde
sea apropiade, el residuo se recupera en una mezcla de
alcohol/hidrocarburoc en un volumen relativamente bajo; 1la
fase de alcohol se evapora, de preferencia a sequedad, vy
luego se cristaliza el extracto de alcohol a partir de una
mezcla de un alcohol y un hidrocarburo, y luego el material
cristalizado sdélido resultante se disuelve en una mezcla de
nitrilo/agua como se describe en 1la reivindicacidn 8,

especialmente una mezcla de 2:3 {volumen/volumen) de

wr
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acetonitrilo/agua, y la solucién de alimentacién resultante
se vierte, si se requiere, después de dividir en m&s de una
pasada, sobre la columna de fase inversa de preparacién;
seguido por elucién con nitrilo/agua; luego sigue la remocién
de nitrilo de 1las fracciones resultantes que contienen
epotilona por evaporacién, y se extrae la fase de aqua
resultante con un éster; entonces se evapora el extracto de
éster, y —subsecuentemente se recristaliza el material
resultante.

11. Un proceso de acuerdo con cualgquiera de'las
reivindicaciones 7, 9, & 10, en donde la separacién dé las
epctilonas A y B se logra mediante cromatografia de lecho en
movimiento simulado (SMB}. |

12. El uso de un solvente débilmente polar o
apolar para la desorcidén de epotilonas a partir dej una
resina.

15. E1 uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en
donde el solvente débilmente polar o apolar se selecciona a
partir del grupo que consiste en haluros de alquilo inferior
y solventes aromdticos, en especial naftalenc, benceno, ©
naftaleno o benceno sustituidos por una o mas fracc%ones
seleccionadas a partir del grupo que consiste en alquilo
inferior, alcoxilo inferior, halégeno, nitro y alcoxilo
inferior-alquilo inferior; o una mezcla de dos o mas de estos

solventes; y la resina es una resina sintética.

(&
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RESUMEN

La invencién se refiere a un proceso de desorcién
para epotilonas, en especial epotilona A y/o epotilona B, a
partir de resinas, y a nuevos procesos de producciébn,
procesamiento o purificacién, o a métodos de fabricacién para
epotilonas que comprenden dicho procesc de desorcidn, asi
como al uso de ciertos solventes para la desorcién de

epotilonas a partir de resinas.

* * * Kk *
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