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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

* PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

® - SOLICITUD DE :

X} Palenle de invencibn. [_]Palente de Modelo de Utilidad.

1. Capitulo|. [X1 Capituloll.

0 Nombre: AyENTIS PHARMA DEUTSCHLAND IDENTIFICACION

GmbH.
SOLICITANTE Direccién: Briiningstrasse 50,
) B Erenttort Atesanta | CC L1 nm o [
Nacionalidad o Domicilio: Frankfurt, Alemnta | C.E. I:I Otro D
Lugar de Conslitucion: Alemania
Cual

Teléfono: Fax: Niimero
E-mail;

@ Nombre: GUSTAYO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION

REPRESENTANTE| Dieccion: Cra. 11A No. 94-76-0f. 308 | €& 81 w1 L]

0 APODERADO ce. [1 ow [x]
Teléfono: 6161948  Fax; 6163976 Cual
E-mail Namero 20878.023 Tp 5903

@ Nombre: EDER, Claudia

INVENTOR (ES

(72)( ) Direccion: FiSrsheimer Strasse 7,

Nacionalidad o Domicilio 65719 Hofheim, Alemania

® PCT (85)

. Solicitud Intlemacional No. PCT/EP02/01916 Fecha Febrero 23 de 2002
Publicacion Intemnacional No. WO 02/072110 Al Fegl_\% Septiembre 19 de 2002
® Titulo (54) ° OPOROSI00, PROCEDIMIENTO PARA PREPARARLOS Y
_USO DE ELLOS". =

@ Clasificacion Internacional {51) A 61K_31/70 CORH _3/06.

® Prioridad (33) Pais de Origen}  (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
' Alemania Marzo 9, 2001 | 101 11 682.9
silxl] w~No[

@ Comprobanie de pago No, 60689 -7

L Instrucciones para el diligenciamiento del presente foimulario, ver reverso de esta pagina.
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[Z] comprabents de pago de latasa de presentacion da la solicilud.
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m Poderes, si fuere el caso.

] Documento do cesion del inventor al solcitanie 0 a su causante.

D Declareciones |

[X] Copia dea soficitud intenacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, diujos)

[x] Traduccion delasolicitid intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaclones,dibujos)

[X] Capia del sxamen preliminer intomacional elechuado por Ia Autoridad intermacional de Examen Prefiminar (IPEA)
~ [X] Traduccitn del examen preliminar intemaclonal efectuado por laIPEA

[ Deserel caso, copia del contrato da acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la kcendla o sutorizacion de uso de conocimiontos tradicionales de las comuni-
dades indigenas.
[} Deserel caso, cerifficado de depdsito del matesial bioligico

[(] Arefinal 12x12.

1] Do ser el caso, informacion sobre olras soficitudes de patenta o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo Blular o su
*  causanis, rolacionadas parcial o lotimente con lainvencin de esta solicitud.

[ Desserel caso, modificaciories olocluadas a la soficitud inlemacional.
[X] ovos Reporte de Biisqueda Internacional.

(1) FIGURA CARACTERISTICA:
4 _ _ N

\. v

' @ Solicilo la concesion de [a palente,

NOMBRE: QUSTAYO HOLLMANN RESTREPO

Instrucciones para la prescnlacion de los anexos, ver reverso de esla pagina.
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Continuaclén enumeracion del nombre de los Inventores, con
su correspondlents direcclén, cbdigo I iclllo:

Nombre Direcclén Domicllio

KURZ, Michael Erlenweg 7, 65719 Hofheim, Alemania

BRONSTRUP, Mark Musikantenweg 16, 60316 Frankfurt, Alemania

TOTI, Luigi / Frankfurter Strasse 5, 65239 Hochheim,
Alemania

Continuacién enumeracién del nombre de los Inventores. Ref. 55054



Otros anexos que se acompaian a Ia solicitud.

Copia del formulario de solicitud PCT (Formulario PCT/RO/101).

Otros anexos que se acompaitan a la solicitud 54984
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G. HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA.

PARA PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS FARMACEUTICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMAGCEUTICAL LICENSES

Tha undarsignsd

Dr. Markus Jecobi
Dr. Hans-Jirgen Fischer

aoting on bDahall of and repressnting

Aventis Pharme
Deutschland GmbH

domicilied in
D-65926 Frankfurt am Main
Germany

bereby appoint/s
G. Hollmann “ostrepo

comicillod im Bogotd, Republis of Colombia

a3 our trus and legal attornays with the necomary powers; 1)
to apply te the administrative, judicial and police authoritiss
af ths Republic of Colomhbia, in suy instance o appeal.
for gbiaining letiar patenis, industrial designs and modeis,
trademark reglairatioms, regisiration of commercial names a8
well aa their amignments, sxtensiony, fenewals and changes
of name; 1) t0 prepare, Apply far, obtaln, exesuts and ragister
oontracts, licsnsss, authorizations and mgstretions of
any kind: 3) intxvens as pluiniifie or defendanta, n
any instance or appsal, before any judge, court, tribumal,
ocorporation, public offlces of authority In any judielal,
administrative or polica actim, sush ss: sotians dealing
with comemial pames; aoppositions sgrinst trademark
regisintions; eaduclty and nullity actions; recovery actions,
aotions werising from obtainment and oxploitations of
licenses; acilons dea)ing with unfalr comnetition; erlminm
aoticns; sations claiming indemnity for damages; <laima or
ranarks on patent spplieations, indusirial designs and
models; the performance of pracautionary measures, and
in any othear similar action, paeasures or appen)s related
to industria] property mattern

To this offest, I (we) hareby suthorizs him (them) to
fils applications, make descriptions, amedrnents, protasts,
dedlarations, oppoaitions, canceliations, appeals and clalma;
to pay tamos, quotas and liens sy providad by law: to
wialw or abanden granted rights or rights m process of
wing grented, to retelwe all kind of documsitia and
mcuritias; ts lsue the rMepactive relsases and, In peneral,
to take, befors mid autharities, pertingnt staps t0 the
above mantioned pirposes and take all moasures he (thay)
may damn couvenisnt %o protset my (our) mtsrests, with
all' othar' necammary ‘legal’' facuultigs, and I (we) hereby
detlare a8 good and walid whatisvar the atiorneys should
éo to my (our) bemafit

This power comprises the authority to ratify or conflrm
on my (our) bebalf any actions, as wall as the fagulty of
recelving, desisting, transacting, compromising, substituting
and revoking substitutions, taking notifisations and appoint-
ing judicial or extrajudicial atiomeys.

sgmed n Frankfurt..am Main

Yo({nosotros)
Dr. Markus Jacobl y
Dr. Hans-Jlirgen Fischer

obrando & nombre y reprasmtaciin de

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GubH

Frankfurt am Main, Alemania

nombro{nmns) &

GUSTAVO HOLLIMFANN RESTHEPQ

damieilindeis) e Bogotd, Repdhlica ds Colombla, s

1la Cra. 11A No. 94-76 - Of. 308.
apoderasdios verdadaros y lagules ¢on poder agpacial amplio
y wuflcianta: 1) Pars recaber de las offalass y autoridades
solembisnes, administrativas, judiciales ¥ de policie. m
cualguier instansia o rvoumo, I obtsncidn de¢ petentm de
favenciin, de dibujos y modelos industrisles, registro de
mircas, depdsito de noambres comerciales y snsafias, wsi
ommo sus trwipasos, proTOges, ranovaclanes y camblos de
nombre; I) elaborer, tramiiar, soligitar. abtensr, rewlisar,
ajscutar y rwgisirar oomimtos, licamcias, autorizsciones ¥
registros de oualesquisra classe; 3) iatervenir como deman-
dants o como demandado en cualquler instancis y reeurso
y mnte cusiquier juss, entldad, corporacidn, funclonario
piblicc o autaridad sn ecolonss judisisles, administrativea
y de policia, fales como scciones devivadas del nombre co-
marcial, oposdelin al registro de maress; aocclones de cadu-
gidad y nulidad; scuiones relvindicstoriay: acciohes derivadas
da la obtancién o explotacidn de liesngias: acciones de com-
petencia dwmieal; demandss penales y civilea; acclones da
indemnizsoién de parjuicios, reclamos u observacionme & soll-
clfudes de patentem, modsios ¥y dibujos industriaies; en ol
ejergicio de medidas cautelares y su otras acclones, medidas
o regurgos sinflares nelagicasdos con la propladad industrial.

A este eiecto, 1o(s) Tagulto{asnon) pars alevar soliciiuudas,
formylsr descripcionss, snmisndas, protsstss, declaraciones.
opoaiciones, cancalasiones, apelaciones y reclamos; pagar Im-
pusstos, cuoicd ¥ gravimonss prescritos por Is ley: renundar
a dsaistlr s derechos conoedidos ¢ sn curso de concesién;

on ty 1ith eay ¢ Februsry A00 »
Wa wm——
(or. Jaochl) signature(s)

- Prdardst - Frma(s)




CONSULAR CERTIFICATION CERTIFICACION CONEULAR \
CoOMPANTEY o SOCIEDADES
Ths uadssigned Coosul cartifies: that ths preceding B mfraserito Cinsul certifiea: qus la(s) firma(a) qua
ignature(s) resding antecede(n) y disa(n)

Dr. Markus Jescobi
Dr. Hans-Jirgen Fischer

ia () suthentle; that the signer(a) at pressni fMls es(acn) suténtica(a); que el(ios) signstario(s) desempe~
() the posttion of fia{n) astuslments el(lon) eargo(s) ds
Prokurist
Authorized Signatory

Company's o Aventis Pharma Deutschland GmbHl %
that 3 (tey) i (uv) smpowersd to prant this power: que tima(n) Iacultad pars cloxgar oste poder; ¥ qus dichs
md that mid company exists shd is organised in compafiin axistes ¥ esth crgunixsds en

D-85926 Frankfurt am Main
;eld"'l m..ne-p-im‘g. f:ﬂmany conforme & ias lsyws ds

Fed. Rep. of Germany . -/
All the foregoing fasts arw known to the Censul due to Todos 108 hachos anteriores le constan, por heber exsmi-
his having examined ths respective doownsnts to which nado los documentos respactivos y da todo ello da fe.

ha, the Conwul, attasta

Signag In Flirmado en
Frankfurt sm Main

On this day of n ds de 10




10 of the Urkundenrolle 2000

// It 1s officially certified - bie umstehenden heute vor
hereby that mir anerkannten Unterschrif-
ten der

1. Dr. Markus Jacobi, D-60385 Frankfurt am Main
2. Dr. Hans-Jargen Fischer, D-64297 Darmstadt

- personally known to me -

have signed this document. - persdnlich bekannt -
werden hiermit beglaubigt.

At the same time it is

confirmed, that the person Gleichzeitig wird bestétigt,

mentioned sub 1l..according daB die zu 1. genannte

‘E&o the Commercial Register Person laut Eintragung im
w h has been inspected Handelsregister, das vom
by ~2 Notary Public today Notar heute eingesehen
as Pr ist is entitled ’ wurde, als Prokurist mit
to joiﬁﬁﬁ?;gith an other einem anderen Zeichnungsbe-
authorize@wearson sign for rechtigten zeichnungs- und
and represeni-3n legally vertretungsberechtigt ist

O binding mannex v fixr die
Aventis Pharma Deutsc OmbH, D-65926 Frankfurt am Main

and the person mentioned und der zu 2. Genannte
sub 2. 1s authorized accor- ~Seufgrund der vorliegenden
ding to the Authorization “odlungsvollmacht vom
of June 2, 1997 to act as 2, handilungsbevollm#ch-
proxy and to represent tigthund zugleich mit einem
said company in legally ande;Ektggfchnungsberechtig-
binding manner together ten der irma. . zur Ver-
with an other authorized tretung digwer Firma berech-
person of this company. tigt ist. “i;‘u

Frankfurt am Main, den 11i. Februar 2000

@\,\_‘_ g
otary Public
-‘! Not ‘

Kostenberechnung
Geschdftswert: DM 10.000, -- .
Gebtihr §§ 141,32, 45 KostO DM 20,--

GeblUhr § 150 I KostO oM 20,--
15% Mehrwertsteuer DM 6,49
DM 46,vo
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Do Echiheait vorsichendor Un des

ynd dig Echilialt dog b tokilen Dienst-
dampels witd f e caaipl
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

FOrstenberger Str. 223, 50323 Frankfurt am Main, RFA.
Taléfono: 46-89-5083050 * Fax: 49-80-5082080
]

LA SUSCRITA VICE-CONSUL DE COLOMBIA
EN FRANKFURT AM MAIN

CERTIFICA

Que el sefior Schilitz ejercia las funciones de Representante del
Presidente del Tribunal Regional en Frankfurt am Main en la fecha

indicada y su firma corresponde a la registrada en esta Oficina
Consular.

Que la empresa Aventis Pharma Deutschland GmbH con sede n

Frankfurt am Main, es una sociedad constituida de acuerdo con las

leyes de la Repiblica Federal de Alemania y cumple su objeto
conforme a las mismas.

Que los sefiores Dr. Markus Jacobi y Dr. Hans-Jlrgen Fischer,
quienes en su calidad de apoderados, y cuyas firmas fueron
autenticadas ante el sefior Notario Dr. Hans Christoph Beil, son sus
representantes legales en este pals.

Frankfurt am Main, Marzo 10, 2000

q@m\o%n() .

MARCELA RODRIGUEZ
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Traduccién oficial del-aleman de la autenticacién y legaliza-
clén de firmas del poder que AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH
domiciliada en Frankfurt am Main, Repliblica Federal de Alema-

nia, otorga a Gustavo Hollmann Restrepo.

Registro Notarial No. 10 para el afio 2000

Se autentican oficialmente las firmas que aparecen anterior-

- mente, reconocidas en presencia mia como propias por:

1. Dr. Markus Jakobi, D-60385 Frankfurt am Main,

2. Dr. Hans-Jlrgen Fischer, D-64297 Darmstadt,

" a qulenes yo, el suscrito Notario, conozco personalmente.

Al mismo tiémpo se confirma que, de conformidad con el corres-
pondiente Registro Comercial revisado el dia de hoy por el Mo~
tario, la persona sefialada en 1. estd autorizada en su cali-
dad de Apoderado para representar conjuntamente con otro Apo-

derado a la compafiia Aventis Pharma Deutschland GmbH domici-

liada en D-65926 Frankfurt am Main,

y que, de conformidad con el poder fechado el 2 de Junio de
1997 que me ha sido presentado, la persona seflalada en 2. Estad

autorizada para representar conjuntamente con otro Apoderado a

la mencionada compafia

Frankfurt am Main, 11 de Febrero del 2000

DR. HANS CHRISTOPH BEIL, NOTARIO EN F




2
Nota de gastos: ; oY
Valor del negocio = DM 10.000,--
Impuesto Articulos 141, 32, 45 Disp. Impuestos DM 20,--
Impuesto Articulo 150 I Disposicién Impuestos DM 20,--
16% Impuesto sobre el Valor Agregadeo DM 6,40

Total DM 46,40

DR. HANS CHRISTOPH BEIL, NOTARIO (firma)

Se confirma mediante este documento la autenticidad de
la firma que aparece anteriormente, la cual pertenece al
Notario Dr. Hans Christoph Beil en Frankfurt am Main, ¥y
también la autepticidad del sello oficial que aparece al
lado de dicha firma.

Al mismo tiempo se certifica que la persona mencionada

se encontraba legalmente autorizada para la elecucidn de

ese acto oficial.

Frankfurt am Main, 17.2.2000

Schlitz, Representante del Presidente Tribung

(Firma y Sello Oficial)

El documento traducido del alemén fue lega
bajo el No. 137357 el dia 21 de Marzo del 2000 en

la Oficina de Legalizaciones del Ministerio de Re-

"y

ADOLF WATZKE
Teaduetor Ofielal
Res. 5433 Minjusticis

laciones Exteriores.
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{12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Iniemationales Bilro

{43) Internationales Verdffentlichungsdatum
19. September 2002 (19.09.2002)

(10) Internationale VerSffentlichungsnummer

WO 02/072110 Al

{51) Interustionale Plltl%ﬂiﬂklﬁol‘:
AGIP 3500, CUTH | , 15/18

AGIK 3-7

(21) Interustionales Aktenzeichen: PCT/EPO2N01916

(22) Internstionales Aomeldedaru
23, Februar 2002 (23.02.2000)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26} VerdfTentlichunpssproche: . Deuisch

{3U) Anguben zur Prioritht:
101 1] 6829 9. Mirz 2001 ((0.03.2001) DE
{1) Anmelder: AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND
GMBH |DIMIi: Briningsiragse 50, 65929 Frankfun
(D).

(11) Erfinder: EDER Claudipri10rsheimer Sicasse 7, 65719
Iofheim (1. KURZ Michgel! lieping 7, 65719
llotheim (DI, BRONSTIIH’.’ Ma Musikanicnweg
I6. 60310 Prnkfun (DID. TOTE Luigh:  Vrankiuncr
Steasse §. (5239 Huchheim (D12,

{81) Bestimmungsstaaten /notional): AlL AG, Al AMMAT,
ALl AZ. BA, BR. 1. BR, BY, BZ, CA, C11, CN, CO,

CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, F1. GB, GD, GE.
GH, GM, HR, HU, ID, Il IN, IS, JP, XE, KG, KF, KR, *
KZ. LG, LK, LR, LS, LT. LU, LV, MA, MD, MG, MK,
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU,
8D, SE, 5G, SI, SK, SL, TJ,TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG,
UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

{84) Bestimmumngsstanten (regional): ARIPO-Paient (GH,
GM, KE. LS, MW, MZ, 3D, SL. SZ, TZ, UG, ZM. ZW),
curasischeg Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T1,
TM), europllisches Putent (AT, BE, CH, CY, DE, DK,
ES, F1, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, F1, S TR),
OAPI-Patent (B, B, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TQ).

VerOfentliche:

mil internationalem Recherchenbericht

vor Ablayf der fiir Anderungen der Anspriiche peitenden
Frist; Vergffenilichung wird wiederholt, folis Anderungen
eintreffen

Zuwr Erklérung der Zweilnchstaben-Codes und der anderen
Abkirzungen wird auf die Erkidrungen (“Guidonce Noics on
Codes and Abbreviations”} am Anfang jeder reguléiren Ausgabe
der PCT-Gazetle verwicyen,

e

(50) Title: CALOPOROSIDE DURIVATIVES, METTIODS FOR THE PRODUCTION THEREOF AND THEIR USE

(§4) Bezeichnung: CALOPOROSID-DERIVATE, VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG UND DEREN VERWENDUNG

10 Al

vt (57} Abstract: The inventiun relales o novel active substances (caloparside derivatives), which are formed by the microorgan-
€ ism Glocuporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. STO01714, DSM 13784 during fermentation. The invention also relates o methods for
I~ producing said aciive subswnces, (o their use as medicaments, 1o medicaments coniaining caloporoside derivatives, and to the mi-
== emorganism Glucoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784 jtself.

(57) Zusammenfassung: Dic vorliegende Brfindung beirilll neue Wirknioffe (Caloporisid-Derivae), die von dem Mikroorganis-
mux Glocoporus dichrous (Pr..Fr.) Bres, STO01714, DSM 13784, Withrend der Fermeniation gebildel werden, Verfahren zu deren
llerstellung, dercn Verwendung als Arzneimiticl, Caloporisid-Derivale enthaliende Arzneimilic] sowie den Mikroorganismus Gloe-
oporus dichrous (IFr.:1r.) Bres. STO01714, DSM 13784,

0 02/0
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WO 02472110 PCT/EP02/01916

Caloporosid- Derivate, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung

Die vorliegende Erfindung betrifit neue Wirkstoffe (Caloporosid- Derivate), die von dem
Mikroorganismus G|oeopt?rus dichrous Bres. ST001714, DSM 13784, wihrend der
Fermentation gebildet werden, Verfahren zu deren Herstellung, deren Verwendung als
Arzneimittel, Caloporosid- Derivate enthaltende Arzneimittel sowie den
Mikroorganismus Gloeoporus dichrous Bres. ST001714, DSM 13784.

Das Caloporosid wurde erstmals 1894 als Phospholipase C Inhibitor beschrieben (W.
Weber et al. .. Antibiotics, 47, 1188-1194). Im gleichen Jahr wurden zwei weitere, °
ahnliche Sekundarmetaboliten isoliert (R. Shan et al. Nat. Prod. Lett., 4, 171-178). Die
erfindungsgeméfien Verbindungen der Formel | (unten) unterschei-den sich von den
dort beschriebenen Substanzen in ihrer Struktur.

Krebs ist eine zumeist tddlich verlaufende Erkrankung von Mensch und Tier, die durch
das unkontrollierte Wachstum von kdrpereigenen Zellen verursacht wird. Krebs ist die
Bezeichnung far die Bildung von bdsattigen Geschwilsten (Malignome), von
Neoplasmen (Tumoren bzw. Karzinome) oder for die malighe Entartung sowie _
Reifungsstdrung weiller Blutzelien {(Leukdmie, Blutkrebs). Krebs- oder Tumorzellen
entstehen durch Umwandiung kdrpereigener Zellen. Die Bbsartigkeit der Krebszelle
drlckt sich in der Autonomie des Wachstums aus, das heil3t in ihrer Fahigkeit,
ungehemmt und ohne Einordnung in den Bauplan der Organe und unter
Gewebszerstdrung infiltrierend zu wachsen. Ein sicheres Zeichen der Malignitét ist die
Bildung tumorferner Absiediungen (Metastasen) nach h&matogener oder lymphogener
Ausbreitung von Tumorzellen. Krebs gehort zu den haufigsten Todesursachen des
Menschen und deshalb besteht ein groRer Bedarf an Methoden und Mitteln zur
Heilung oder Behandlung von malignen Entartungen.

Die Mbglichkeit einer Therapie maligner Tumoren umfal3t neben der — wenn méglich
radikalen — operativen Entfemung des Tumors, die radiologische Therapie mit
Réntgenstrahien, a-, 8-, y-Strahlen, die Immuntherapie und die Chemotherapie. Die
Immuntherapie ist derzeit nur in eingeschrénktern MaB anwendbar. Unter der
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Chemotherapie von Tumoren versieht man die Gabe von Zellgiften (Zytostatika) zur
Behandiung von Tumoren und von verbliebenen Tumorzellen nach lokaler
chirurgischer Behandlung oder Bestrahlung. Diese Stoffe greifen spezifisch in
bestimmte Vorgénge der Zelltellung ein, so dal Gewebe mit hohem Anteil an sich
teilenden Zellen, wie das rasch wachsende Tumorgewebe, empfindlicher reagieren.
Zum Einsatz kommen all(ylierande Verbindungen, wie z. B. das Cyclophosphamid
(The Merck Index, 12. Ed, Seite 463), Antimetabolite, wie das Methotrexat (The Merck
Index, 12. Ed. Seite 1025), Alkaloide, wie das Vincristin {The Merck Index, 12. Ed.
Seite 1704) und Antibiotika, wie das Daunomycin (The Merck Index, 12. Ed. Seite 479) _
sowie das Adriamycin (The Merck index, 12. Ed. Seite 581-582). All diese Agenzien
haben gber aufgrund von massiven Nebenwirkungen grof3e Nachteile, so daR der Tod
der Erkrankten nur hinausgezdgert, nicht jedoch abgewendet wird. Zudem treten bei
entarteten (Krebs-) Zellen Resistenzen gegen die-angewandten Mittel auf. Die
derzeitigen Medikamente wirken dann nicht mehr zytostatisch, wohl aber toxisch
infolge der Nebenwirkungen. Zudem hat sich gezeigt, daB eine kombinierte bzw.
sequentielie Anwendung von Zytostatika die Wirksamkeit eines einzelnen
Zytostatikums (Monotherapie) Gbertrifft und es dadurch méglich ist, daB sich die
erheblichen Nebeneffekts bei der Polychemotherapie nicht addieren. Aus all diesen

Griinden werden neue Chemotherapeutika dringend benétigt und deshalb weltweit
gesucht.

Cyclin-abh&ngige Kinasen (cyclin-dependent kinases = CDKs) splelen eine zentrale
Rolle bei der Regulation des Zellzykluses. Sie katalysieren Phosphorylierungs-
reaktionen und setzen damit eine Reaktionskaskade in Gang, die im Zellzyklus einen
Ubergang von der G1-Phase (Wachstumsphase 1) in die S-Phase (Synthesephase)
initiiert. Cyclin-abhangige_ Kinasen stellen daher ein gutes therapeutisches Target far
die Behandlung von Krebs und anderen Erkrankungen mit einer pathologischen
Stdrung der Zellproliferation dar. Niedermolekulare Inhibitoren, die den Zelizyklus
regulieren und unkontrollierte Zellteilung verhindem, wéren hilfreiche Arzneistoffe bei
der Behandlung von Krebspatienten.
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Es ist berraschend gefunden worden, dafl der Mikroorganismus-Stamm Gloeoporus
dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST 001714, DSM 13784, hoch wirksame neue Zytostatika zu

bilden vermag, die cyclin-abhéingige Kinasen in sehr geringen Konzentrationen
hemmen.

Gegenstand der Erfindung sind demzufolge die von dem Stamm Gloeoporus dichrous
(Fr. : Fr.) Bres. ST 001714, DSM 13784 gebildeten Wirkstoffe (Caloporosid- Derivate)
sowie deren physiologisch vertriiglichen Salze, Ester und offensichtliche chemische
Aquivalente.

Die Erfindung betrifft somit Verbindungen der aligemeinen Formel |

HO. o OH COOH
HO OH OH
0 OR,
4 OR,
wobeil bedeuten

R4, Rz und R3, unabhéngig voneinander, H oder ein Acylrest mit 2-10 C-Atomen,
vorzugsweise 2 bis 6 Atomen, besonders bevorzugt 2 Atomen; und

R4 H oder —-C(O)CH2), COOH, worin n gleich 1 bis 7 ist, vorzugsweise 1 bis 3,
besonders bevorzugt 1 oder 2;

mit der Ausnahme daR Rs, Rz, R3 und R4 nicht alle H bedeuten;

sowie deren physiologisch vertraglichen Salze.
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Die Acylrests der Verbindungen der Formel | kdnnen gemdke_ttig oder verzweigt,
gesifttigt oder einfach oder zweifach ungeséttigt sein.

Unter einem Acyirest mit 2 C-Atomen ist beispielsweise ein Acetylrest zu verstehen.

Beispiele fiir gesattigte, unverzweigte Acylreste sind ein Essigsaurerest (C=2),
Propionséurerest (C=3), Buttersaurerest (C=4), Valerians&urerest (C=5),
Capronsaurerest (C=6), Onanthséurerest (C=7), Caprylsaurerest (C=8),
Perlagonsaurerest (C=9) und Caprins&urerest (C=10).
Beispiele fir einfach ungeséttigte, unverzweigte Acylreste sind ein Acrylsurerest
(C=3), Crotonsaurerest (C=4) oder ein Vinylessigsaurerest (C=4).

Ein Beispiel fur zweifach ungesattigte, unverzweigte Acylrest ist ein Sorbins8urerest
(C=6).

Die Caloporoside sind schwach wirksame Antibiotika, die aus einer Salicyls&ure und
einem Disaccharid bestehen. Die beiden Struktureinheiten sind Ober eine Alkylkette
verbunden. Der Zuckerteil der Verbindung der Formel | kann ein Disaccharid sein,
bestehend jeweils aus einer D-Pyranose einer Aldohexose (wie z.B. D-Glucopyranbsé
oder D- Galaktopyranose) und der Onséure einer Aldohexose (z.B. D-Gluconséure) .
Bevorzugt ist der Zuckertsil D-Mannopyranosy-D-mannonséure die unsubstituiert oder
substituiert ist durch Rz, Ry und/oder R, wie oben definiert.

Die Erfindung betrifft des weiteren

a) eine Verbindung der Formel | wobei Ry = Acetyl; R2 = R3 = Ry = H (=Caloporosid B:
Summenformel: C3sHazO18, MG 774,9) sowie deren physiologisch vertraglichen
Salze,
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b) eine Verbindung der Formel | wobei Ry = Rs = Acetyl; Rz = H; Ry = Malony]
(=Caloporosid C: Summenformel: C43HaaO20, MG 802,99) sowie deren
physiologisch verirglichen Salze;

¢) eine Verbindung der Formel | wobei Ry = Rz = H; Ry = Acetyl; R, = Malonyl
(=Caloporosid D: Summenformel: C44HgO10, MG 806,96) sowie deren
physiologisch vertraglichen Salze;

d) eine Verbindung der Formel | wobei Ry = Rs = H; Rz = Acetyl; R; = Malonyl
{=Caloporosid E: Summenformel: CyqHeO19, MG 806.96) sowie darsn
physiologisch vertraglichen Salze; ' '

e) eine Verbindung der Formel | wobel Ry = Rz = Ry = H; Ra = Acetyl
{=Caloporosid F: Summenformel: CsgHgz04s, MG 774.9) sowie deren physiologisch
vertréglichen Salze.

Chiralitatszentren in den Verbindungen der Formel | kdnnen, wenn nicht anders
angegeben, in der R- oder in der S-Konfiguration vorliegen. Die Erfindung betrifft
sowohl die optisch reinen Verbindungen als auch Sterecisomerengemische wie
Enantiomsrengemische und Diasteromerengemische.

ErfindungsgemaR sind die Verbindungen der Forme! | erhéiitlich durch Fermentation
von Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784, oder eines seiner
Varianten oder Mutanten unter geeigneten Bedingungen in einem Kulturmedium, bis
sich eines oder mehrere der Caloporosid- Derivate der Formel | im Kulturmedium
anhaufen. Durch anschlieBends Isolierung der Verbindungen und gegebenenfalis
Umwandlung in chemische Aquivalente, sowie deren physiologisch vertraglichen
Salze werden die Caloporosid-Derivate gewonnen.

Die Erfindung betrifft daher weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung
der Formel |, dadurch gekennzeichnet, daB der Mikroorganismus Gloeoporus
dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784 oder einer seiner Varianten oder
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Mutanten unter geeigneten Bedingungen In einem Kulturmedium fermentiert wird, bis
sich eine oder mehrere der Zielverbindungen in dem Kulturmedium anh#&ufen und
anschllefend aus dem Kulturmedium isoliert und gegebenenfalls in chemische
Aquivalente und /oder physiologisch vertragliche Salze umgewandelt werden.

Vorzugsweise wird der Stamm ST001714, DSM 13784, seine Mutanten und/oder
Varianten in einer Nahridsung oder einem Festmedium (auch als Kulturmedium
bezeichnet) mit Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie den Oblichen anorganischen
Salzen fermentiert, bis sich die erfindungsgemé&fRen Verbindungen in dem
- Kultuirfrigdisifi aihaufen, anschhieRend werdeh die 'Verbindungén ausdem
Kulturmedium isoliert und gegebenenfalis in die einzelnen aktiven Komponenten
aufgetrennt, '

Das erfindungsgemétie Verfahren kann fir die Fermentation im Labormalstab
(Milliliter- bis Literbereich) und fOr den industriellen Mafistab (Kubikmetermalstab)
eingesetzt werden.

Der Stamm Gloeoporus dichrous (Fr. . Fr.) Bres. ST 001714, wurde in einer Vorkultur
vermehrt. Ein Isolat wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkutturen GmbH, Mascheroder Weé 1B, 3300 Braunscriweig. Deutschland, nach
den Regeln des Budapester Vertrages am 14. bezember 1999 unter der folgenden
Nummer hinterlegt: DSM 13784,

Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784, besitzt ein weifles Mycel
und purpurfarbige Sporen. Er kommt vorzugsweise auf Betula vor, kann aber auch
andere Wirte zum Beispiei Alnus , Salix, Populus, Ulmus, Prunus befallen.

Anstelle des Stammes Gloeoporus dichrous {(Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784,
kdnnen auch dessen Mutanten und Varianten eingesetzt werden, die ein oder
mehrere der erfindungsgeméBen Verbindungen synthetisieren. Solche Mutanten
kdnnen in an sich bekannter Weise durch physikalische Mittel, beispielsweise
Bestrahlung, wie mit Ultraviolett- oder Rntgenstrahlen, oder chemische Mutagene,

L
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wie beispielsweise Ethyimethansulfonat (EMS), 2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon
(MOB) oder N-Methy!-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) erzeugt werden.

Das Screening nach Mutanten und Varianten, die ein oder mehrere der
erfindungsgemafen Verbinduhgen synthetisieren, erfolgt nach folgendem Scimema:
- Lyoph|l|s1erung der Plattenkulturen;

- Extraktion das Lyophilisats mit einem organische wsungsmlttel

- Extraktion der Verbindung aus dem Kulturfiltrat mit Festphasen

- Analytik mittels HPLC, DC oder durch Testen der biologischen Wirksamkeit.

Die im folgenden beschriebenen Fermentationsbedingungen gelten fliir Gloeoporus
dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, das hinterlegte 1solat DSM 13784 sowie Mutanten
und Varianten von diesen. ' '

In einer N&hribsung, die eine Kohienstoffquelle und eine Stickstoffquelle sowie die
Gblichen anorganischen Salze enthalt, produziert Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres.
ST001714, DSM 13784, die Caloporosid- Derivate.

Als bevorzugte Kohlenstoffquellen fir die Fermentation eignen sich assimilierbare
Kohlenhydrate und Zuckeralkohole, wie Glukose, Laktose, Saccharose oder D-Mannit
sowie kohlenhydrathaltige Naturprodukte, wie z.B. Malzextrakt. Als stickstoffhaltige
Nahrstoffe kommen in Betracht: Aminosauren, Peptide und Proteine sowie deren
Abbauprodukte, wie Casein, Peptone oder Tryptone, femer Fleischextrakie,
Hefeextrakte, gemahlene Samen, beispielsweise von Mais, Weizen, Bohnen, Soja
oder der Baumwollpflanze, Destillationsrickstande der Alkoholherstellung,
Fleischmehle oder Hefeextrakte, aber auch Ammoniumsalze und Nitrate,
insbesondere aber auch synthetisch bzw. bigsynthetisch gewonnene Peptide. An
anorganischen Salzen kann die Nahridsung beispielsweise Chloride, Carbonate,
Sulfate oder Phosphate der Alkali- oder Erdalkalimetalle, Eisen, Zink, Kobalt und
Mangan enthalten. _

Die Bildung der erfindungsgem&fRen Verbindungen verauft besonders gut in einer
Nahrdsung, die etwa 0,05 bis 5 %, bevorzugt 1 bis 2 % Malzextrakt, 0,05 bis 3 %,



10

15

20

25

30

WO 02072110 PCT/EP02/01916

bevorzugt 0.05 bis 1 % Hefeextrakt und 0,2 bis 5 %, bevorzugt 0,5 bis 2 % Glucose,
0,5 bis 3 %, bevorzugt 0,5 bis 3 % Cellulose Pulver und Spuren von Ammoniumsulfat
enthalten, Die Angaben in Prozent sind jeweils bezogen auf das Gewicht der
gesamten Nahridsung.

In dieser N&hridsung bildet Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres ST001714, DSM
13784, ein Gemisch aus Caloporosid-Derivaten. Je nach Zusammensetzung der
Nahriésung kann der mengenmifige Anteil eines oder mehrerer der
erfindungsgemaflen Caloporosid- Derivate variieren. AuBerdem kann durch die

Medienzusammensetzung die Synthese einzelfiei Caloporosid- Derivate gesteuert ~~

werden, so daB ein Caloporosid- Derivat gar nicht bzw. in einer Menge unterhalb der
Nachweisgrenze vom Mikroorganismus hergestelit wird.

Die Kultivierung des Mikroorganismus erfolgt aerob, also beispielsweise submers
unter Schiitteln oder ROhren in Schiittelkolben oder Fermentern gegebenenfalls unter
EinfQhren von Luft oder Sauerstoff, oder auf Festmedium. Sie kann in einem
Temperaturbersich von etwa 18 bis 35°C, vorzugsweise bei etwa 20 bis 30°C,
insbesondere bei 25 bis 30°C durchgefithrt werden. Der pH-Bersich sollte zwischen 5
und 8 liegen, vorzugsweise zwischen 5,5 und 6,5. Man kultiviert den Mikroorganismus
unter diesen Bedingungen im aligemeinen Uber einen Zeitraum von 24 bis 720
Stunden, vorzugsweise 288 bis 576 Stunden.

Vorteilhaft kultiviert man in mehreren Stufen, d. h. man stellt zun&chst eine oder
mehrere Vorkulturén in einem fllssigen Nahrmedium her, die dann in das eigent-liche
Produktionsmedium, die Hauptkultur, beispielsweise im Volumenverhaltnis 1:10,
Gberimpft werden. Die Vorkultur erhé&lt man, z.B., indem man ein Mycel in eine
Nahridsung (berimpft und etwa 36 bis 120 Stunden, bevorzugt 48 bis 72 Stunden,
wachsen 128t Das Mycel kann beispielsweise erhalten werden, indem man den
Stamm etwa 3 bis 40 Tage, bevorzugt 10 bis 30 Tage, auf einem festen oder fllissigen
Néahrboden, beispielsweise Malz-Hefe-Agar oder Kartoffel-Dextrose-Agar wachsen
lant.

@
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Der Fermentationsveriauf kann anhand des pH-Wertes der Kulturen oder des
Myceivolumens sowie durch chromatographische Methoden, wie z.B.
Hochleistungsfilissigchromatographie (HPLC), oder Auspriifen der biologischen
Aktivitat berwacht werden. '

Das im folgenden beschriebene Isolierungsverfahren dient zur Aufreinigung der
erfindungsgeméien C_aloporosid- Derivate.

Die Isolierung bzw. Aufreinigung eines erfindungsgemafien Caloporosid- Derivates

aus dem Kulturmedium erfolgt nach bekannten Methoden urntar Berlcksichtigung der . -
chemischen, physikalischen und biologischen Eigenschaften der Naturstoffe. Zum
Testen der Konzentration der jeweiligen Caloporosid— Derivate im Kulturmedium oder

in den einzelnen Isolierungsstufen kann die HPLC verwendet w-erden, wobei die

Menge der gebildeten Substanz zweckméRig mit einer Eichidsung verglichen wird.

Zur Isolierung der erfindungsgemalen Verbindungen werden die Kulturbrihe oder die
Kultur samt Festmedium lyophilisiert, anschlieRend werden die Caloporosid- Derivate
vom Lyophilisat mit einem gegebenenfalls mit Wasser mischbaren organischen
L3sungsmittel extrahiert. Die organische Ldsungsmittelphase enthélt die
erfindungsgemaiien Naturstoffe, sie wird gegebenenfalls im Vakuurn konzentriert und
weiter aufgereinigt.

Die weitere Aufreinigung eines oder mehrerer erfindungsgeméten Verbindﬁngan
erfolgt durch Chromatographie an geeigneten Materialien, \}orzugsweise z.B. an
Molekularsieben, an Kieselgel, Aluminiumoxid, an lonenaustauschem oder an
Adsorberharzen bzw. an Umkehr-Phasen (reversed phase, RP). Mit Hilfe dieser
Chromatographie werden die Caloporosid- Derivate getrennt. Die Chromatographie
der Caloporosid- Derivate erfolgt mit gepufferten wéssrigen Losungen oder
Gemischen von wéssrigen und organischen Ldsungen.

Unter Gemischen von wassrigen oder organischen L&sungen versteht man alle mit
Wasser mischbaren organischen Ldsemittel, vorzugsweise Methanol, Propanol und

15
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Acetonitril, in einer Konzentration von 5 bis 80 % Ldsemittel, vorzugsweise 20 bis 50
% Lbsemittel oder auch alle gepufferten wassrigen L.sungen, die mit organischen
L&semittein mischbar sind. Die zu verwendenden Puffer sind die gleichen wie oben
angegeben. '

Die Trennung der Caloporosid- Derivate aufgrund ihrer unterschiedlichen Polaritat
erfolgt mit Hilfe der Reversed Phase Chromatographie, beispielsweise an MCI®
(Adsorberharz von Mitsubishi, Japan) oder Amberlite XAD® (T OSOHN-\S), an
weiteren hydrophoben Materialien, wie zum Beispiel an RP-8- oder RP-18-Phasen.

Beispiel an Kieselgel, Aluminiumoxyd und ahnlichen erfolgen.

Die Chromatographie der Caloporosid- Derivate erfolgt mit gepufferten oder
angeséauerten wallrigen Losungen oder Gemischen von wafirigen L&sungen mit
Alkoholen oder anderen, mit Wasser mischbaren orgaﬁischen Lasemitteln. Als
organisches Ldsemittel wird vorzugsweise Propanol und Acetonitril vérwendet.

Unter gepufferten oder angeséduerten wéBrigen Lbsungen versteht man z.B. Wasser,
Phosphatpuffer, Ammoniumacetat, Citratpuffer in einer Konzentration von 0 bis-0,5 M
sowie Ameisensaure, Essigsaure, Trifluoressigséure oder allen hande!siblichen, dem
Fachmann bekannten Sauren, vorzugsweise in einer Konzentration von 0 bis 1 %. Bei
gepufferten wéalrigen Losungen wird 0,1 % Ammoniumacetat besonders bevorzugt

Chromatographiert wird mit einem Gradienten, der mit 100 % Wasser beginnt und mit
100 % Ldsemittel endet, vorzugsweise wird ein linearer Gradient von 20 bis 100 %
Propanol oder Acetonitril gefahren.

Alternativ kann auch eine Gelchromatographie oder die Chromatographie an
hydrophoben Phasen erfolgen.
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Die Gelchromatographie wird an Polyacrylamid- oder Mischpolymergelen
durchgefithrt, wie z.B. Bioge!-P 2® (Fa. Biorad) oder Fractogel TSK HW 40® (Fa.
Merck, Deutschland oder Toso Haas, USA).

Die Reihenfolge der vorgenannten Chromatographien ist umkehrbar.

Die erfindungsgemaRen Verbindungen sind im festen Zustand und in L8sungen im
pH-Bereich zwischen 3 und 8, insbesondere 5 und 7, stabil und lassen sich damit in
Gbliche galenische Zubereitungen einarbeiten.

Eine oder mehrere Verbindungen der erfindungsgemaien Verbindungen eignen sich
aufgrund ithrer wertvollen pharmakologischen Eigenschatften zur An\ivendung in der
Human- oder Tiermedizin als Arzneimittel.

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung der Verbindung der Formel |
oder ein physiologisch vertragliches-Salz desselben zur H_erstellung eines
Zytostatikums zur Behandlung von Tumorerkrankungen.

Die vorliegende-Erfindung betrifft weiterhin alle offensichtlichen chemischen
Aquivalenten der erfindungsgem&Ren Verbindungen der Formel |. Soiche Aquivalente
sind Verbindungen, die einen geringflgigen chemischen Unterschied aufweisen, also
die gleiche Wirkung haben oder sich unter milden Bedingungen in die
erfindungsgeméBen Verbindungen umwandeln. Zu den genannten Aquivalenten
gehoren z.B. auch Salze, Reduktionsprodukte, Ester, Ether, Acetale oder Amide der
erfindungegemafen Verbindungen sowie Aquivalente die der Fachmann mit

Standardmethoden herstellen kann, darGber hinaus alle optische Antipoden.
Diastereomere und alle stereomere Formen.

Unter physiologisch vertrdglichen Salzen von Verbindungen der Formel | versteht
man sowoh! deren organische als auch anorganische Salze, wie sie in

- Remington's Pharmaceutical Sciences (17. Auflage, Seite 1418 (1985))

beschrieben sind. Aufgrund der physikalischen und chemischen Stabilitat und der

16
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L&slichkeit sind fir saure Gruppen unter anderem Natrium-, Kalium-, Calcium-
und Ammoniumsalze bevorzugt; fiir basische Gruppen sind unter anderem Salze
der Salzsaure, Schwefélsﬂure. Phosphorsaure oder von Carbonsauren oder
Sulfonsiuren, wie z.B. Essigséiure, Zltironenséure, Benzoes#ure, Maleins#ure,
Fumarsaure, Weins#iure und p-Toluolsulfonséure bevorzugt.

Ester, Ether und Acetale knnen nach literaturbeschriebenen Methoden hergestellt
werden, z.B. in Advanced Organic Synthesis, 4™ Edition, J. March, John Wiley & Sons,
1992 oder Protective Groups in Organic Synthesis 3™ Edition, T. W. Greene & P. G.

‘M. Wuts; John"Wiley & Sons, 1899, === —="= === =" *

Die Carboxylgruppe kann beispielsweise mit LiAlH; zum Alkohol reduziert werden.

" Von Verbindungen der Formel | kann zuné&chst der Glykosidteil mittels alkalischer

Hydrolyse abgespalten werden (W. Weber et al. J. Antibiotics, 47, 1188-1194).
AnschlieBend kénnen durch Glykosylierung (z.B. Konigs-Knom-Reaktion) beliebige
Zuckerreste eingefihrt werden. Entsprechende Methoden sind literaturbeschrieben
z.B. in Carbohydrate Chemistry, J. F. Kennedy, Oxford University Press, 1988.

Der Wirkmechanismus der Caloporosid- Derivate ist unbekannt, jedoch konnta ein
signifikanter Effekt nachgewiesen werden.

Zum Nachweis der Inhibitoren von CDKs bedient man sich eines Testes, bei dem die
Phosphorylierungsrate eines spezifischen Peptidsubstrates durch die cyclin-
abhéngigen Kinasen gemessen wird. Die cyclin-abhangigeﬁ Kinasen werden durch
Bindung an das jeweilige Cyclin aktiviert. [y-P]-Phosphat wird von [y-P}ATP durch das
Enzym auf das Peptidsubstrat dbertragen. Der Test wird in 96-well Mikrotiterplatten
durchgeftthrt: Gemessen wird die Radioaktivitdt des auf das Substrat Obertragenen fy-
P]-Phosphats.

(E“"-
ﬂ'l'
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ICsp Werte far die Caloporosid- Derivate sind in der Tabelle 1 angegeben; es ist die
Konzentration, die CDK-4 zu 50 % inaktiviert.

Caloporoside B 1.5 UM
Caloporoside C 3.1uM
Caloporoside D 1.8 yM
Caloporoside E 1,8 pM
Caloporoside F 1,5 yM
" ‘Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung Arznennittel mit einem Gohalt an Tttt

mindestens einer erfindungsgeméfen Verbindung.

Ein oder mehrere Verbindungen der erfindungsgemafen Caloporosid- Derivate
kénnen grundsétzlich als solche in Substanz verabreicht werden. Bevorzugt ist die

_ Verwendung in Mischung mit geeigneten Hilfsstoffen oder Tragermaterial. Als

Tragermaterial knnen bei Arzneimitteln die Gblichen und pharmakologisch
vertraglichen Trigermaterialien und/oder Hilfsstoffe verwendst werden.

Die erfindungsgemaRen Arzneimitte] werden im allgemeinen oral oder parenteral
verabreicht, aber auch eine rekiale Anwendung ist prinzipiell mtglich. Gesignete feste
oder flussige galenische Zubereitungsformen sind beispielsweise Granulate, Pulver,
Tabletten, Dragees, (Mikro-)Kapseln, Zapfchen, Sirupe, Emulsionen, Suspensionen,
Aerosole, Tropfen oder injizierbare Lﬁsunger{ in Ampullenform sowie Priparate mit
protrahierter Wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung Gblicherweise Trégerstoffe und
Zus#tze und/oder Hilfsmittel wie Spreng-, Binde-, Uberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder
Schmiemmittel, Geschmacksstoffe, SGBungsmittel oder Losungsvermittler Verwendung
finden. Als héufig verwendete Tréger- oder Hilfsstoffe seien z.B. Magnesiumcarbonat,
Tiandioxid, Laktose, Mannit und andere Zucker, Talkum, MilcheiweiR, Gelatine,
Starke, Vitamine, Cellulose und ihre Derivate, tierische oder pflanziiche QOle,
Polyethylenglykole und Lsungsmittel, wie etwa steriles Wasser, Alkohole, Glycerin
und mehrwertige Alkohole genannt.
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Gegebenenfalls knnen die Doslerungseinheiten far die orale Verabreichung
mikroverkapselt werden, um die Abgabe zu verzgem oder Ober einen l&ngeren
Zeitraum auszudehnen, wie beispielsweise durch Uberziehen oder Einbsiten des
Wirkstoffs in Teilchenform in geeignete Polymere, Wachse oder dergleichen. |

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Préparate in Dosierungseinheiten
hergestellt und verabreicht, wobei jede Einheit als aktiven Bestandteil eine bestimmte
Dosis einer oder mehrerer Verbindungen der erfindungsgemanien Caloporosid-
Derivate enthalt. Bei festen Dosierungseinheiten wie Tabietten, Kapsein und
Suppositdign kann diesé Dosis bis zu &twa 500 mg, bevorzugt jedoch etwa 0,1 bis
200 mg, und bei Injektionsidsungen in Ampullenform bis zu etwa 200 mg,
vorzugsweise aber etwa 0,5 bis-100 mg, pro Tag betragen.

Die zu verabreichende Tagesdosis ist abh#ingig vom K&mergewicht, Alter, Geschlecht
und Zustand des Saugers. Unter Umstnden k&nnen jedoch auch h&here oder
niedrigere Tagesdosen angebracht sein. Die Verabreichung der Tagesdosis kann
sowghl durch Einmalgabe in Form einer einzelnen Dosierungseinheit oder aber in
mehreren kleineren Dosierungseinheiten als auch durch Mehrfachgabe unterteilter
Dosen in bestimmten Intervallen erfolgen.

Die erfindungsgemaRen Arzneimittel werden dadurch hergesteltt, dall man ein oder
mehrere der erfindungsgemaBen Verbindungen mit Gblichen Tréger- sowie
gegebenenfalls Zusatz- und/oder Hilfstoffe in die bzw. eine geeignete
Darreichungsform bringt.

In den sich anschlieRenden Beispielen wird die Erfindung weiter eréautert.
Prozentangaben beziehen sich auf das Gewicht. Mischungsverhéitnisse bei

Flussigkeiten beziehen sich auf das Volumen, wenn keine anderen Angaben gemacht
wurden.

c
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Beispiele

Beisplel 1:  Herstellung einer Glycerinkultur von Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres.
ST001714, DSM 13784

100 ml Nahridsung (Malzextrakt 2,0%, Hefeextrakt 0,2 %, Glukose 1,0 % (NH,)}2 HPO,
0,05 %, pH 6,0) in einem sterilen 300 ml Edenmeyerkolben werden mit dem Stamm
Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784 und 7 Tage bei 25" C
und 140 UpM auf einer rotierenden Schittelmaschine inkubiert. 1,5 mi dieser Kultur

- werden anschlieBend mit 2,5 ml 80 %igem Glycerin verdlnnt uind bei -135°C gelagert.- -

Beispiel 2: Herstellung einer Vorkultur im Erlenmeyerkolben von Gloeoporus
dichrous (Fr. : Fr.) Bres. STO01714, DSM 13784.

30 ml Nahrdsung (Malzextrakt 2,0%, Hefeextrakt 0,2 %, Glukose 1,0 % (NH¢)2 HPO,
0,05 %, pH 6,0) in einem sterilen 100 ml Erlenmeyerkolben werden mit dem Stamm
Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784, beimpft und 4 Tage bei
25" C und 140 UpM auf einer rotierenden Schiiitelmaschine inkubiert. Mit jeweils 2 mi
dieser Vorkultur werden anschiieBend die Platten bei der Herstellung der
Hauptkulturen beimpfi.

Beispiel 3: Herstellung einer Hauptkultur von Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres.
ST001714, DSM 13784 auf Festmedium-Platten.

Sterile 25x25 cm Platten (Fa. Nunc) werden mit 200 ml der folgende Nahritsung 20 g/l
Malzextrakt, 2 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Glukose, und 0.5 g/l (NH¢)2 HPO, pH 6.0
gegossen. Diese Platten wurden jewells mit 2 ml einer Vorkultur beimpft. Die

maximaie Produktion einer oder mehrerer der erfindungsgemaBen Verbindungen ist
nach ca. 480 Stunden ermreicht.

Beispiel 4: Herstellung der Caloporosid- Derivate
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50 Stiick 25x25 cm Platten wurden hergestelit und mit der Vorkultur beimpft:

Nahmedium:
20 g/l Malzextrakt
2 gh Hefeextrakt
10 g/l Glukose
0.5 g/l (NH4)2 HPO,
pH 6 (vor der Sterilisation)
Inkubationszeit: 480 Stunden
" “Inkubafichstémperatur:  25°C -

Beispiel 5: Isolierung des Caloporosid-Gemisches aus den Plattenkulturen von
Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784.

Nach Beendigung der Fermentation von Gloeoporus dichrous (Fr. : Fr.) Bres,
ST001714, DSM 13784, werden die Plattenkulturen, gewonnen nach Beispiel 3,
lyophilisiert und das Lyophilisat mit 5 Liter Methanol extrahiert. Die wirkstofthattige,
methanolische Lsung wird durch Filtration vom Rlckstand befreit und im Vakuum

konzentriert. Das Konzentrat wird 'mit Wasser verdinnt und auf eine vorbereitete, 1,0 -

Liter MCI GEL, CHP20P-S&ule aufgetragen. Eluiert wird mit einem Gradienten von
Wasser nach 100% Acetonitril. Der S&ulendurchfiuf (25 ml pro Minute) wird
fraktioniert aufgefangen (je 25 ml) und die Caloporosid- Derivate enthattenden
Fraktionen (von 40% bis 100 % Acetonitril) zusammengefait. Konzentrieren im
Vakuum und anschlieBende Lyophilisierung ergeben 8,5 g eines gelbbraunen Pulvers.

Beispiel 6 Vortrennung der Caloporosid- Derivate durch RP18-Chromatographie.

0,5 g des nach Beispiel 4 gewonnenen Produktes werden auf eine Nucleosil® 100-7
C18 HD Saule (Gréke: 40 mm x 250 mm) aufgetragen. Eluiert wird mit einem
Gradienten von 20 % Acetonitril (+ Wasser mit 0,1 % Ammoniumacetat-Zusatz) nach
400% Acetonitrit mit einer FluRrate von 35 ml pro Minute. Der Saulenausflufl wird
fraktioniert (35 ml) aufgefangen. Haupts#chlich in den Fraktionen 39 bis 68 befinden
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sich die Caloporosid- Derivate. Sie werden zusammengefalt, im Vakuum vom
Losungsmittel befreit und anschlieend lyophilisiert. Dabei wurden Caloporosid B
(22,4 mg) und F (10,5 mg) bereits > 95 % rein erhalten. Caloporosid C (Fraktion 41;
43,4 mg), D (Fraktion 43-45; 76,2 mg) und E (Fraktion 43-45; 76,2 mg) wurden zu ca.
70% rein erhalten und daher noch weiter chromatographisch aufgersinigt.

Beispiel 7: Reinigung der Caloporoside C, D und E.

20 mg des nach Beispiel 5 isolierten und angereicherten Caloporosids C werden auf
eine tUNA® 5y C18(2) Saule-(Grdke: 10 mm x250 mm) aufgetragen und miteinem ...
Gradienten von 25 bis 35 % Acetonitril in 0,1 % Ammoniumacetat/Wasser
chromatographiert. Der Durchfluf des Elutionsmittels betragt 6,5 ml pro Minute, die
FraktionsgroRe 6,5 ml. In den Fraktionen 35 bis 42 befindet sich das Caloporosid C.
Die Lyophilisierung der genannten 'Fraktionen ergibt > 95 % reines Caloporosid C (7,5
mg)

25 mg des nach Beispiel 5 isolierten und angereicherten Gemisches aus Caloporosid
D und E werden auf eine LUNA® 5p C18(2) Saule (GrdBke: 10 mm x 250 mm)
aufgetragen und mit einem Gradienten von 30 bis 40 % Acetonitril in 0,1 %
Ammoniumacetat/Wasser chromatographiert. Der Durchflul des Elutionsmittels
betrégt 6,5 mi pro Minute, die Fraktionsgrbfe 6,5 ml. in den Fraktionen 18 und 19
befindet sich das Caloporosid D, in den Fraktionen 20 bis 21 Caloporosid E. Die
Lyophilisierung der genannten Fraktionen ergibt > 895 % reines Caloporosid D (7,0 mg)
und Caloporosid E (6,0 mg).

Die physikalisch-chemischen sowie spektroskopischen Eigenschaften der
erfindungsgeméBen Substanzen lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Caloporasid B:.
Summenformel: CasHe2018

Molekulargewicht: 774,98
UV-Maxima: 208, 244, 310
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H- und "*C-NMR: siehe Tabelle 2

Das hochaufidsende FAB Massenspekirum zeigt ein intensives MH" bei m/z 775.41 20
Da, in guter Ubereinsﬂmr_nung mit der berechneten Masse (fir CasHgaO1g, mono-
isotopisch) von 775.4116 Da. '

Caloborosid C

Summenformel:  CsaHgsO2
Molekulargewicht: “ 902,99""" = ~ T
UV-Maxima: 208, 244, 310

'H- und *C-NMR: siche Tabelle 3

Das hochaufidsende FAB Massenspektrum zeigt ein intensives M+H* bei m/z
903.4264 Da, in guter Obereinstimmung mit der berechneten Masse (fir CagHy:Oa2s,
mono-isotopisch) von 903.4284 Da.

Caloporosid D:

Summenformel:  CyHsO1
Molekulargewicht: 860.96
UV-Maxima: 208, 244, 310

'H- und *C-NMR: siehe Tabelle 4

Das hochaufiésende FAB Massenspektrum zeigt ein intensives M+Na® bei m/z
883.3942 Da, in guter Ubereinstimmung mit der berechneten Masse (fiir C¢1HgsO1eNa,
mono-isotopisch) von 883.3939 Da. S

Caloporosid E:
Summenformel: Ca1HesO1p
Molekulargewicht: 860.96
UV-Maxima: 208, 244, 310
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'H- und ¥*C-NMR: siehe Tabelle 4
Das hochaufibsende FAB Massenspektrum zeigt ein intensives M+Na" bei m/z
883.3942 Da, in guter Ubereinstimmung mit der berechneten Masse (flir C41HgsO1gNa,

mono-isotopisch) von 883.3939 Da.

Caloporosid F:

Summenformel:  CagHgaOxs

Molekulargewicht: 774.8
UV-Maxima: 208, 244, 310
TH- und *C-NMR: siehe Tabelle 5

Das hochaufidsende FAB Massenspektrum zeigt ein intensives M+H" bei m/z
775.4128 Da, in guter 'Uberein_stimmung mit der berechneten Masse (fr CagHgsO1e,
mono-isotopisch) von 775.4116 Da.
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Tabelle2: "H- und "*C-chemische Verschisbungen von Caloporosid B in Methanok
d4 und DMSO-dg bei 300K
DMSO MeOD DMSO MeOD
1 - - 171.24 0
2 _ _ L)) )
3 - - 162.22 163.57
4 6.68 6.77 115.28 116.81
15 1.17 7.25 ~131.6 b
8 ... |85 _|867 _|121.02 ~123.0
7 A = 13760 [130.57
8 2] H) ) L}
9 L) LY } 7]
10-20 1.30-1.20 (1.32-1.27 {29.01-28.69 |30.76-30.47
21 1.30 1.38/1.32 |24.81 26.52
22 1.54/1.45 [1.65/1.52 }35.31 137.00
23 4.81 4.95 70.04 73.09
24 1.16 1.24 19.69 20.22
1 - - 173.43 175.35
2' 3.95 4,13 70.89 72,97
K 3.95 4.17 70.04 71.59
4 3.54 3.82 67.96 69.80
5 3.65 3.86 78.94 80.12
6" 3.74/3.44 |3.90/3.69 |[62.11 63.25
1" 4.53 4.71 100.27 101.34
2" 3.74 3.95 70.37 72.46
3 3.22 3.44 73.67 75.30
4" 3.21 3.49 67.54 69.00
5 3.04 3.22 77.15 78.23
6* 3.72/3.31 {3.88/3.63 [61.80 63.25
Ac-C' - D - o
Ac-Me a] a) H) al
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a) FOr diese Protonen/Kohlenstoffatome wird in MeOD, bzw. DMSO kein Signal
beobachtet {Aggregation ).

Tabelle3: 'H- und “*C-chemische Verschiebungen von Caloporosid C in Methanol-
d, bei 300K
H e
1 . 175.90
2 - 116.73
3 - 163.67
3-Ac-Me J L
4 6.73 116.73
15 7.16 ~132.6"
6 6.55 123.53
7 T- 139.51
8 2.49 43.06
9 1.53 24.75
10-20 1.36-1.286  |30.78-30.62
21 1.38/1.33  |26.54
22 1.6511.52 |371.02
23 4.95 73.04
24 1.24 20.22
T . 175.17
2 217 72.62
3 4.08 71.60
& 3.71 69.79
5 4.07 76.38
3 4.60/4.14 |66.43
T R 170.55
g’ 3.27° ~44.8
g - 173.12
T 4.93 99.40
7 5.33 73.40
3" 3.72 7340
Y 342 69.34
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5" 3.34 78.19
6" 3.89/3.62 63.11
'[2*-Ac-Me 2.11 21.17
2-Ac-C' - 172.56

8) FUr diese Kerne wird kein Signal beobachtet (starke Signalverbreiterung).

b) Signalverbreiterung

c) Das Signal fiir die Protonen in Position 8° wird nur in der frisch angesetzten L&sung
beobachtet (schneller Austausch gegen Deuterium).

"H- und "*C-chemische Verschiebungen von Caloporosid D und E in

Tabelle 4:
Methanol-d; bei 300K
‘H 13C H “Cc
Caloporosid D Caloporosid D | Calopomsid E Caloporosid E
1 . . 176.28 176.28
2 - n 120.37 120.37
3 - . 162.12 162.12
2 6.61 6.61 114.91 114.91
I5 7.06 7.06 131.53 131.53
6 6.58 6.58 122.23 1223
7 - n 147.22 147.22
B 3.04 3.04 36.31 36.31
9 155 1.55 33.35 33.35
10-20 136125 [1.36-1.35 |31.07-30.61 [31.0730.61
21 1.38/1.32  |1.38/1.32 |26.53 26.53
22 1.6511.53  |1.651.58 |37.01 37.01
73 .95 285|733 [13.07
24 1.24 124 20.23 20.23
T . . i75.18 175.40
3 417 4.5 72.80 72.80
3 4.08 4.15 71.61 71.53
e 3.71 3.85 69.78 69.27
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5 4.07 408 76.40 77.07
6 458/414 |450/4.24 |66.35 65.43
T : N ~1704 ~1704
8 3.28 3.28 ~45.0 ~450
g - n ~173.0 ~173.0
T 4.93 484 99.40 100.20
Z 5.33 4.03 7341 70.27
3" 3.72 4.78 73.39 7744
e 3.42 3.71 69.32 66.35
5" T334 T [338 - [78.35 78.00
& 3.91/3.62 [3.80/3.65 |63.09 62.96
2’I3-Ac-Me |2.11 2.00 21.18 20.98
ZI3-AcC |- - 172.59 172.36

a) Diese Signale kénnen nicht eindeutig zugeordnet werden.

Tabelle 5:
d4 bei 300K

1 H 130
1 - 174.95
2 - 117.32
3 - 162.18
4 6.68 11542
5 7.17 133.17
6 6.67 122.65
7 - 146.91
8 2.93 36.57
9 1.56 ' 33.27
10-20 1.36-1.25 30.93-30.62
21 1.35 26.53

'H- und ¥C-chemische Verschiebungen von Caloporosid F in Methanol-
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22 1.65/1.53  |37.02
23 4.05 73.05
2 124 2023
T . 175.15
7 A7 72.96
3 .08 7173
ry 371 50.68
5 3.65 76,50
¥ 3.003.61 6357

o T2.88 199.76
z 5.37 7352
7 3.63 73.56
e 3.46 60.27
5 328 7833
& 3.01/3.63  |63.06
A . 173.03
Aciie 213 3121

PCT/EP02/01916

Beispie! 8: Bioassay auf CDK-4 Inhibitoren

For die Besimmung des |ICsp-Wertes werden von den erfindungsgemaRen
Naturstoffen Stammil8sungen in einer Konzentration von 10 mM hergestellt.

384-well FlashPlates werden mit 50 ul (50 pg/well) biotinyliertem Peptidsubstrat bei
Raumtemperatur in 2 Stunden beschichtet und anschliefend 3 x mit PBS Puffer
gewaschen. Fir die Reaktion werden 30 pl einer mit Puffer verdinnten L8sung der
Caloporosid- Derivate und 20 pl einer vorgemischten ATP/CyclinD1/CDK4 Lbsung
(Endkonzentration: 1 pCi 33P-y-ATP, 2 yM ATP und 1pg Enzymgemisch) auf die
Platten pipettiert. Nach 2 Stunden Reaktionszeit bei 37° C werden die Platten 3 x mit
je 80yl Ié’hosphorsaure 3% gewaschen und anschlieRend in einem MicroBeta Counter
30 Sekunden lang vermessen. Die Bestimmung der prozentualen Inhibierung erfoigt
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unter Zuhilfenahme mathematischer Gleichungen. Fiir die Bestimmung von ICsqo-

Werten werden 10 Konzentrationen einer frisch verdonnten DMSO-Losung der
erfindungsgemaflen Substanzen getestst.

1>
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Patentanspriiche:
1. Verbindungen der Formel |
wm/vg\o&
HO o OH _ - COOH
HO OHo OH
K\o OR,
OR, OR,

in der bedeuten:

R4, Rz, Rs, unabhéngig voneinander H oder Acylreste mit 1 bis 10 C-Atomen; und

R4 H oder -C(O)(CH2),COOH, worin n gleich 1 bis 7 ist;
mit der Ausnahme daB R4, Rz, Ra und R4 nicht alle H bedeuten;
sowie deren physiologisch vertraglichen Salzs.

2. Verbindung der Formel | nach Anspruch 1 in der bedeuten:
R;, Rz und Rs, unabh@ngig voneinander H oder Acetyl; und

Rs H oder Malonyl (n = 1);
sowie deren physiologische vertraglichen Salze.

3. Verbindung der Formel | gemaR Anspruch 1 oder 2 in der bedeuten:

R4 Acetyl; und
Rz, Raund Ry H;
sowie deren physiologische vertraglichen Salze.

4. Verbindung der Formel | gemaR Anspruch 1 oder 2 in der bedeuten:

. C_L‘
_’.J
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RiundRy Acetyl;

Ra H; und

R4 Malonyt;

sowie deren physiologische veririglichen Salze.

S. Verbindung der Formel | gem&8 Anspruch 1 oder 2 in der bedeuten:

Riund R H;
Ra Acetyl; und
R4 Malonyl;

sowie deren physiologische veriréglichen Salze.

6. Verbindung der Formel 1 gemaR} Anspruch 1 oder 2 in der bedeuten:

Riund Rz H;
Rz . Acetyl; und
R4 Malonyi;

sowie deren physiologische vertriiglichen Salze.
7. Verbindung der Formel | gem&R& Anspruch 1 oder 2 in der bedeuten:

Ry, Rzund Ry H; und
Rsa Acetyl;

sowie deren physiologische veriraglichen Salze.

8. Verbindung der Formel | oder ein physiologisch vertragliches Salz davon
gemaf einem oder mehreren der Anspriiche 1-7 herstellbar indem der

Mikroorganismus Gloeoporus dichrous (Fr.: Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784,

bzw. einer seiner Varianten oder Mutanten unter geeigneten Bedingungen
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fermentiert wird, elne oder mehrere der Caloporosid- Derivate isoliert werden

und diese gegebenenfalls in physiologisch vertraglichen Salze Oberflihrt
werden.

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel | oder ein physiologisch
vertrigliches Salz davon geméR einem oder mehreren der Anspriiche 1-7,
dadurch gekennzeichnet, dald der Mikroorganismus Gloeoporus dichrous (Fr.:
Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784, bzw. einer seiner Varianten oder Mutanten
unter geeigneten Bedingungen fermentiert wird, eine oder mehrere der

" "Caloporosid- Derivate isoliert werden und diese gegebenenfalls in physiologisch

vertrigliche Salze Uberfihrt werden.

Verfahren geméR Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da die Fermentation
unter aeroben Bedingungen bei einer Temperatur zwischen 18 und 35°C und
bei einem pH zwischen 5 und 8 durchgefithrt wird.

Verbindung der Formel | oder ein physiologisch vertragliches Salz davon
gem&l einem oder mehreren der Anspriiche 1-8 zur Anwendung als
Arzneimittel.

Verbindung der Formel |, oder ein physiologisch vertrégliches Salz davon
gema einem oder mehreren der Ansprilche 1 — 8 zur Verwendung als CDK
Inhibitor.

Verwendung von einer Verbindung der Formel |, oder ein physiologisch
vertragliches Salz davon gemaR einem oder mehreren der Anspriiche 1-8 zur
Herstellung von Arzneimitteln zur Behahdlung von Krebs oder andereren
Erkrankungen mit einer pathologischen St&rung der Zellproliferation.

Arzneimittel mit einem Gehalt an mindestens elner Verbindung der Formel |,
oder ein physiologisch vertrigliches Salz davon geméaR einem oder mehreren
der Anspriiche 1-8. '

H
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Verfahren zur Herstellung von Arzneimitteln gem&B Anspruch 14, dadurch
gekehnzeichnet, dal man mindestens eine Verbindung der Formel |, oder ein
physiologisch veriragliches Salz davon gem&R einem oder mehreren der
Anspriche 1-8 den mit geeigneten Hilfs- und/oder Tragerstoffen In eine
geeignete Darreichungsform bringt.

Mikroorganismus Gloeoporus dichrous (Fr.: Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784.
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INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS .
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65926 Frankfurt am Main
CONFTRMACION DE RECIBO DE DEPOSITO ORIGINAL
expedida conforme a la Norma 7.1 por la
AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL
identificada al pie de esta pégina

I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia dada por el Nimero de acceso expedido por la
DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
ST 001714 DSM 13784

IXI. DESCRIPCION CIENTIFICR Y/O DENCGMINACION TAXONOMICA SUGERIDA

El microorganismo identificado en la seccldén I se entregd junto con
{ ) una descripcién clentifica
( X ) una denominaclién taxonémica sugerida

III. RECIBO Y ACEPTACION

La presente Autoridad Depcsitaria Internacional acepta el microorganismo
identificado en la seccién I, el cual se recibe el 2000-10-13 (fecha del
depésito original).

IV. RECIBO DE UNA SOLICITUD DE TRANSFORMACION

La presente Autoridad Depositaria Internacional recibié el microorganismo

identificado bajo la secclén I el {fecha del depbsito original) y re-
clbié la solicitud de transformacidén del depdsito original de conformidad
con el Tratado de Budapest el {fecha del recibo de la solicitud de

tranaformacién).

V. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UMD ZELLKULTUREN GmbH
Direccién: Mascheroder Wegqg lb
D-38124 Braunschwelg

Firma de la persona autorizada para representar a la Autoridad Depositaria
Internacional:

(firma 1legible)

Fecha: 2000-10-23



REPORTE DE BUSQUEDA INTERMACIOMAL
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ISSN: 0021-8820
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X En la continuacidén del Campo C se citan otros documentos
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"X" Documento de particular relevancia; la invencién reivindicada
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ISSN: 0021-9258
todo &l documento
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EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

Organizacién Mundial de Propledad Intelectual

Oficina Internacional
Fecha de publicacién internacional: 19 Septiembre 2002

Nimero de publicacién internacional: WO 027072110 Al
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(DE). KURZ, Michael; Erlenweqg 7, 65719 Hofheim (DE).
BRONSTRUP, Mark; Musikantenweg 16, 60316 Frankfurt (DE).
TOTI, Luigi; Frankfurter Strasse 5, 65239 Hofheim(DE).

Paises designados (nacional): AE, AG, AL, AM, AT, AU,
A2, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ,
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, HR, HU,
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32



(AM, AZ, BY, KG, Kz, MD, RU, TJ, TM), Patente Europea
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU,
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Publicada:

- Con Reporte de Biisqueda Internacional.
- Antes de expirar el periodo dispuesto para enmendar las
reivindicaciones, serd publicada nuevamente si se reciben

tales enmiendas.

Para una explicacidn de los cédigos de dos letras y las otras
abreviaturas, se hace referencia a las explicaciones ("Notas

Guia sobre Cddigos y Abreviaturas™) al principio de cada edi-
cidn regular de la Gaceta PCT.

(54) Titulo: DERIVADOS DE CALOPOROSIDO, METODOS PARA PREPARAR-
10S Y USO DE ELLOS

(57) Resumen: La invencién se refiere a nuevas substancias
activas (derivados de caloporosido) que son formadas por
el microorganismo Gloeopeorus dichrous (Fr.:Fr.) Bres.
ST001714, DSM 13784, durante la fermentacién. La inven-
clidén también se reflere a la preparacidédn de dichas subs-
tancias activas, a su uso como medicamentos, a medicamen-
tos que contlenen derivados de caloporosido, y al micro-
organismo Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST001714,
DSM 13784.



WO 02/072110 PCT/EP02/01916

Derivados de caloporosido,

procedimiento para prepararlos y uso de ellos

La presente invencién se refiere a nuevas substancias activas
(derivados de caloporosido) que son producldas por el microor-
ganismo Gloeoporus dichrous Bres. ST001714, DSM 13784, durante
la fermentacién, también se refiere a un procedimlento para
preparar dichas substancias, a su uso como medicamentos, a me-
dicamentos que contlenen derlivados de caloporosido, y al el

microorganismo Gloeoporus dichrous Bres. ST001714, DSM 13784.

Caloporosido fue descrito como un inhibldor de fosfolipasa C
por primera vez en 1994 (W. Weber y colaboradores, J. Antibio-
tics, 47, 1188-1194). Ese mismo afio fueron aislados otros dos
metabolitos secundarios similares (R. Shan y colaboradores,
Nat. Prod. Lett., 4, 171-178). Los compuestos de la invencién
de la férmula I {(abajo) difleren en su estructura de las sﬁbs-

tanclas descritas alli.

El céncer es una enfermedad de humanos y animales que usual-
mente tiene un desenlace fatal y que es causado por el creci-
miento incontrolado de las proplas células del cuerpo. Céncer
es el nombre dado a la formacién de crecimientos malignos, de
neoplasmas (tumores o carcilnomas) o a la formacidén maligna y a
la maduracién perturbada de células blancas de la sangre {leu-
cemia). Las células cancerosas o0 las células tumorales se de-
sarrollan por la transformacién de las propias células del
cuerpo. La malignidad de la célula cancerosa es expresada por
la autonomia del crecimiento, es decir por su capacidad de
crecimiento inflltrativo desenfrenado que no encaja en el plan
estructural de los érganos y con destruccién de tejide. Un
signo sequro de mallignidad es la formacién de metastasis leja-
nas del tumor después de la diseminacién hematégena o linfége-

na. El cancer es una de las causas mids comunes de muerte en
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humanos y por consigulente existe una gran necesidad de méto-

dos y medios para curar ¢ tratar las degeneracliones malignas.

La posible terapia de tumores malignos abarca ademds la elimi-
nacién quirirgica del tumor -3l es posible radical-, la tera-
pia radiolégica con rayos x, alfa, beta y gama, la inmunotera-
pla y la quimloterapia. Actualmente la quimioterapia se puede
aplicar Gnicamente en grado limitado. Quimioterapia de tumores
significa administrar venenos celulares (citostaticos) para el
tratamiento de los tumores y de las células tumorales restan-
tes después del tratamiento quirtrgico local o de la lrradia-
cién. Estas substancias intervienen especificamente en los
procesos particulares de divisién celular, de tal modo que los
tejldos con alta proporcién de células en divisién, como por
ejemplo el tejido tumoral rapldamente creciente, reaccionan
mis sensiblemente. Las substanclias usadas son compuestos al-
quilantes tales como por ejemplo ciclofosfamida (The Merck In-
dex, 2" Ed., p&gina 464), antimetabolitos tales como meto-
trexato (The Merck Index, 2* Ed., pagina 479) y Adriamicina
{The Merck Index, 2" Ed., p&ginas 581-5B82). No obstante, debi-
do a los extensos efectos secundarios, todos estos agentes
tienen grandes desventajas, de tal modo que dGnicamente se lo-
gra retardar la muerte del paciente pero no evitarla. Ademas,
en las células (cancerosas) degeneradas se presenta resisten-
cia a los agentes. Los medicamentos actuales no tienen enton-
ces ya efectos citostaticos sino que son téxicos debido a los
efectos secundarios. Ademias, se ha observado que un uso combi-
nado o secuencial de citostaticos supera la eficacla de un
dnico citostatico (monoterapla), y por consiguiente es posible
que con la poliquimioterapia no haya una adicién considerable
de efectos secundarios. Por todas estas razones existe una ne-
cesidad apremiante y por lo tanto una investigacién mundial de

nuevos agentes quimioterapéuticos.



Las cinasas dependientes de ciclina (= CDKs) desempefian un pa-
pel central en la regulacidén del ciclo celular. Ellas catali-
zan las reacciones de fosforilacién y por lo tanto inician una
cascada de reacciones que inician una transicién de la fase Gl
(fase de crecimiento 1) a la fase S (fase de sintesis} en el
ciclo celular. Las cinasas dependientes de ciclina representan
por consiguiente un buen blanco terapéutico para el tratamien-
to del céncer y de otras enfermedades con una alteracién pato-
16gica de la proliferacién celular. Los inhibldores de bajo
peso molecular que regulan el ciclo celular y evitan la divi-
sién celular incontrolada serian substanclas médicas utiles

para el tratamlento de paclentes con cancer.

Sorprendentemente se ha encontrado que la cepa de microorga-
nismos Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST 001714, DSM
13784 es capaz de producir citostaticos nuevos altamente efi-
caces que inhiben los cinasas dependientes de ciclina en con-

centraciones muy bajas.

La invencién se refiere por consiguiente a las substanclas ac-
tivas producidas por Ia cepa Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.)
Bres. ST 001714, DSM 13784 (derivados de caloporosido) y a las
sales y ésteres fisiolégicamente tolerades y a los equivalen-

tes quimicos obvios de ellas.

La invencifén entonces se refiere a compuestos de la férmula I

OR,
OH OOH
HO o
v m m
o OR,
R, .

en la cual

R;, Rz ¥ Ry independientemente uno del otr son H o un radical

. "acilo que tiene 2-10 &atomos de carbono, preferiblemente 2 a 6



Atomos, mas preferiblemente 2 4tomos de carbono; y

Ry es H o -C(O) (CH2),COCH, en donde n es 1 a 7, preferiblemen-
te 1 a 3, mis preferiblemente 1 o 2;

con la excepcién de que R;, Rz, Ray R4 no son todos H;

y sus sales fisioldégicamente toleradas.

Los radicales acilo de los compuestos de la férmula I pueden
ser de cadena lineal o ramificada, saturados, monoinsaturados

o diinsaturados.

Un radical acilo que tiene 2 atomos de carbono significa, por

ejemplo, un radical acetilo.

Ejemplos de radicales acilc no-ramificados saturados son un
resto acido acético (C=2), un resto acido propidénico {C=3), un
resto aclido butirico (C=4), un resto acido valérico (C=5), un
resto acido caproico (C=6), un resto acido enatico (C=7), un
_ resto &cldo caprilico (C=8), un resto &cido pelargénico (C=9)

Y un resto acido caprico (C=10).

Elemplos de radicales acilo no-ramificados monoinsaturados son
un resto de acldo acrilico (C=3), un resto de &cido crotédnico

(C=4) o un resto de acido vinllacético (C=4}.

Un ejemplo de un radical acilo no-ramificado diinsaturado es

un resto de Acido sérbico (C=6).

Los caloporosidos son antibiéticos que tienen una débil acti-

vidad y estan compuestos de un 4cido salicilico y un disacari-
do. Las dos cadenas estructurales estin conectadas por una ca-
dena alquilo. La mitad azGcar en el compuesto de la férmula I
puede ser un disacarido compuesto en cada caso de una D-
piranosa de una aldohexosa (tal como por ejemplo D-
glucopiranosa o D~galactopiranosa) y el acido énlco de una al-
dohexosa (por ejemplo acido D-glucénico). La mitad aziGcar es
preferiblemente acido D-manoplranosil-D-manénico que esta
insubstituido o substituido por Ra, R; y/0 Ry definidos segflin

gse especificd arriba.
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La invenciéri e reflere ademas a

a) un compuesto de la fédrmula I, en la cual R; = acetilo;
Rz = R = Ry = H (= calcporosido B: fébrmula molecular:
CagHs2016, peso molecular 774,9) y a las sales de dicho com~

puesto toleradas fisiolégicamente;

b) un compuesto de la férmula I, en la cual R; = R = H; Ry =
acetilo; Ry = malonilo (= caloporosido C: férmula molecu-
lar: C43Hee0O20, peso molecular 902,99) y a las sales de di-
cho compuesto toleradas fisiolédgicamente;

¢} un compuesto de la férmula I, en la cual Ry = Rz = H; Ry =
acetilo; Ry = malonilo (= caloporosido D: férmula molecu-
lar: C4HesO19, peso molecular 806,96) y a las sales de di-

cho compuesto toleradas fisiolégicamente;

d) un compuesto de la férmula I, en la cual Ry = Ry = H; R; =
acetilo; R4 = malonilo (= caloporosido E: férmula molecu-
lar: CuHeO19, peso molecular 806,96) y a las sales de di-

cho compuesto toleradas fislolégicamente;

e) un compuesto de la férmula I, en la cual R; = Rz = Ry = H;
Ry = acetilo (= caloporosido F: f£f6rmula molecular:
CasHe2016, peso molecular 774,9) y a las sales de dicho com-

puesto toleradas fisiolédgicamente;

Los centros de quiralidad en los compuestos de la férmula I
pueden estar en la configuracié4n R o0 S a menos que se indique
tra cosa distinta. La invencién se refiere tanto a los com-
puestos dépticamente puros como a las mezclas de esteroiséme-
ros, tales como mezclas de enantidémeros y mezclas de diasterd-

meros.

Los compuestos de la férmula I son obtenibles de acuerdo con
la invencién mediante fermentacién de Gloecporus dichrous
(Fr.:Fr.) Bres. ST 001714, DSM 13784, o de una de sus varian-
tes o mutantes bajo condiclones apropladas en un medio de cul-

tivo hasta que en el medio de cultivo se acumulan uno o varios



derivados de calcoporosido de la fédrmula I. Los derivados de
caloporosido se obtienen mediante subsigulente aislamiento de
los compuestos y, eventualmente, mediante conversién a los
equivalentes quimicos y a las sales de éstos fisioldgicamente

toleradas.

Por consiguiente la invencién se refiere adicionalmente a un
procedimiento para preparar un compuesto de la fédrmula I que
comprende fermentar el microorganismo Gloeoporus dichrous
(Fr.:Fr.) Bres. ST 001714, DSM 13784 o una de sus variantes o
mutantes bajo condicicnes apropiadas en un medio de cultivo
hasta que uno o varios de los compuestos deseados se acumulan
en el medlio de cultivo y son alslados subsiguientemente del
medio de cultiveo y, eventualmente, convertidos en los equiva-

lentes quimicos y/o en las sales fisiolégicamente toleradas.

La cepa ST001714, DSM 13784, sus mutantes y/o variantes, se
fermentan preferiblemente en una solucidédn nutriente o en un
medio sé6lido {(también denominado medioc de cultivo) con fuente
de carbono y nitr6geno y con sales inorganicas convencionales
hasta que los compuestos de la invencién se acumulan en el me-
dic de cultivo, y después los compuestos se aislan del medio
de cultivo y, eventualmente, se fracclionan en los componentes

activos individuales.

El procedimiento de la invencién puede emplearse para fermen-
tacién a escala de laboratorio (ambito de mililitros hasta 1i-

tros) y a escala industrial (escala de metros cibicos).

La cepa Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST 001714 se mul-
tiplicé en un precultivo. Se aislé una porcidn y fue deposita-
da en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH, Mascheroder Weg 1B en 3300 Brunswick, Alemania, de
acuerdo con las normas del Tratado de Budapest en Diciembre 14
de 1999 bajo el siguiente namero: DSM13784.

4o



Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.} Bres. ST 001714, DSM 13784, tie-
ne un micelio blanco y esporas pifirpura. El ocurre da preferen-
cialmente en Betula, pero puede infestar también otros huéspe-

des, por ejemplo Alnus, Sallx, Populos, Ulmus, Prunus.

En vez de la cepa Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST
001714, DSM 13784, es también posible usar mutantes y varian-
tes de ella que sinteticen uno o varios de los compuestos de
la invencién. Tales pueden ser generados por medios fisicos de
una manera de por si conoclda, por ejemplo irradiacién con ra-
yos ultravioleta o rayos x, © mutAgenos quimicos tales como
por ejemplo etil metanosulfonato (EMS), 2-hidroxi-4-
metoxienzo-fenona (MOB) o N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina

(MNNG) .

El examen de los mutantes y variantes que sintetizan uno o va-

rios de los compuestos de la invencidn tiene lugar de acuerdo

con el siguiente esquema:

- 1liofilizacién de los cultivos de placa;

- extraccién del producto liofilizado con un solvente
orginico;

- extraccién del compuestoc del filtrado de cultivo con
fases sdlidas;

- analisis mediante HPLC, TLC o sometiendo a prueba la
actividad biolégica.

Las condiciones de fermentaclén descritas abajo se aplican a
la cepa Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST 001714, al pro-
ducto aislado depositado DSM 137864 y a los mutantes y variag-
tes de éste. En una solucidén nutriente que contiene una fuente
de carbono y una fuente de nitrégeno y las sales inorganicas
usuales, Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST 001714, DSM

13784, produce los derivados de caloporosido.

Fuentes de carbono apropladas y preferidas para la fermenta-
cién son los carbohidratos asimilables y los alcoholes de azd-

car tales como glucosa, lactosa, sucrosa o D-manitol, y los

¢/



productos naturales contenedores de carbohidratos tales como,
por ejemplo, el extracto de malta. Nutrientes apropiados con-
tenedores de nitrégeno son: los amino &cidos, los péptidos y
las proteinas y sus productos de degradacién tales como casi-
na, peptonas o triptonas, también los extractos de carne, los
extractos de levadura, las semillas trlturadas como por ejem—-
plo de maiz, trigo, frijol, soya o la planta de algodén, los
raesiduos de destilacién de la producciédn de alcohol, las hari-
nas de carne o los extractos de levadura, pero también las sa-
les y los nitratos de amonio, pero especialmente tamblén los
péptidos obtenidos sintética o bilosintéticamente. Sales orga-
nicas que la soluciédn nutriente puede contener son, por ejem-
plo, cloruros, carbonatos, sulfatos o fosfatos de metales al-

calinos o alcalino térreos, hierro, zine¢, cobalto y manganeso.

Los compuestos de la invencién se producen particularmente
bien en una solucién nutriente que contiene aproximadamente de
0,05 a 5%, preferiblemente de 1 a 2%, de extracto de malta, de
0,05 a 3%, preferiblemente de 0,05 a 1% de extracto de levadu-
ra y de 0,2 a 5%, preferiblemente de 0,5 a 2% de glucosa, de
0,5 a 3%, preferiblemente de 0,5 a 3% de polvo de celulosa y
trazas de sulfato de amonlo. lLos datos percentuales se basan

en cada caso en el peso de la solucién nutriente completa.

En esta soluclén nutriente Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres.
ST 001714, DSM 13784, produce una mezcla de derivados de calo-
porosido. En términos de porcentaje la cantidad de uno o va-
rios de los derivados de caloporosido puede variar dependiendo
de la composiciédn de la solucién nutriente. Ademds mediante la
composicién del medio es posible controlar la sintesis de los
derivados individuales de caloporosido, de tal modo que el mi-
croorganismo no produzca determinado derivado o que lo produz-

ca en una cantidad por debajo del limite de deteccién.

El microorganismo es cultivado aerdébicamente, es decir por

ejemplo sumergido con agitaciédn en matraces agitadores o fer-



mentadores, eventualmente con introduccién de alre u oxigeno,
o en un medio sélido. El cultivo puede tener lugar en un ambi-
to de temperatura entre aproximadamente 18 y 35°C, preferible-
mente entre aproximadamente 20 y 30°C, mAs preferiblemente en-
tre 25 y 30°C. El1 pH debe estar entre 5 y B, preferiblemente
entre 5,5 y 6,5. Generalmente el microorganismo se cultiva ba-
Jo estas condiciones durante un perilodo de 24 a 720 horas,

preferiblemente de 288 a 576 horas.

El cultivo se lleva a cabo ventajosamente en una pluralidad de
niveles, es decir primeramente se producen uno o varios culti-
vos en un medio liquido y luego se transfieren al cultivo de
produccién propiamente dicho, el cultivo principal, por ejem-
plo en una proporcién de volumen 1:10. El precultivo se obtie-
ne, por ejemplo, transfiriendo un micelio a una solucién nu-
triente y permitiéndole que se desarrolle durante aproximada-
mente 36 a 120 horas, preferiblemente de 48 a 72 horas. El mi-
celio puede ser obtenldo, por ejemplo, permitiendo que la cepa
se desarrolle durante aproximadamente 3 a 40 dias, preferible-
mente 10 a 30 dias, en un medio nutriente s6lido o liquido,

por ejemplo agar de malta/levadura o agar de papa/dextrosa.

El avance de la fermentaclén puede ser monitoreado sobre la
base del pH de los cultivos o del volumen del micelio y me-
diante métodos cromatograficos tales como, por ejemplo, croma-
tografia liquida de alto rendimiento (HPLC), o sometiendo
aprueba la actividad biolégica.

El proceso de fermentacidén descrito abajo se usa para purifi-

car los derivados de caloporosido de la invencién.

El aislamiento o la purificacién de un derivado de caloporosi-
do de la invenciédn del medio de cultivo se efectlia mediante
métodos conocidos, tenlendo en cuenta las propiedades quimi-
cas, fisicas y bioldgicas de las substanclas naturales. Se
puede usar HPLC para someter a prueba la concentracidén de los

respectivos derivados de caloporosido en el medio de cultivo o

$43
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en los niveles individuales de aislamieﬂfo, comparando conve-
nientemente la cantidad de substancia producida con una solu-

ciétn de calibracidn.

Para alslar los compuestos de la invencién se liofiliza el
caldo de cultivo o el cultivo conjuntamente con el medio sé6li-
do, y luego los derivados de caloporosido se extraen del pro-
ducto liofilizado con un solvente organico que opcionalmente
es miscible con agua. La fase de solvente organico contiene
las substancias naturales de la invencién, y se concentra

eventualmente al vacio y se purifica adiclonalmente.

La purificacién adicional de uno o varios de los componentes
de la invencién se efectila mediante cromatografia en materia-
les apropiados, preferiblemente por ejemplo en tamices molecu-
lares, en gel de silice, 6xido de aluminio, en intercambiado-
res de iones o en resinas adsorbentes o en fases inversas
(RP). Los derivados de caloporosido se separan mediante esta
cromatografia. La cromatografia de los derivados de caloporo-
sido se efecttia con soluciones acuosas amortiquadas o mezclas

de soluciones acuosas y organicas.

Mezclas de soluciones acucsas u organicas significa todos los
solventes organicos miscibles con agua, preferiblemente meta-
nol, propanol y acetonlitrilo, en una concentracién de 5 a 80%
de solvente, o también todas las soluciones acuosas amortigqua-
das que son miscibles con solventes organicos. Los amortigua-

dores que se han de usar son los mismo indicados arriba.

La separaciédn de los derlvados de caloporosidc scobre la base
de sus diferencias de polaridad se efectttia con la ayuda de la
cromatografia de fase inversa, por ejemplo en MCI® (resina ad-
gsorbente de Mitsubishi, Japdén) o Amberlite® (TOSOHAAS), en
otros materlales hidrofébicos como por ejemplo en fases RP-8 o
RP-18. La separacién puede efectuarse adiclonalmente con la
ayuda de cromatografia de fase normal, por ejemplo en gel de

silice, 6xido de aluminioc y similares.

uy
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La cromatografia de los derivados de caloporosido se efectda
con soluciones acuosas amortiguadas o acidificadas o mezclas
de soluclones acuosas con alcoholes u otros solventes organi-
cos miscibles con agua. Como solvente orginico se usa preferi-

blemente propanol y acetonitrilo.

Soluciones acuosas amortiguadas o acldiflicadas significa, por
ejemplo, agua, amortiguador de fosfato, acetato de amonio,
amortiguador de citrato en una concentraciétn de 0 a 0,5 M, y
dcido férmico, Acido acético, 4aclido trifluorocacético o todos
los &cidos disponibles comercialmente conocidos por las perso-
nas con experiencla, preferiblemente en una concentracién de 0
a 1l%. En el caso de soluclones acuosas amortiguadas, se pre-

fiere particularmente 0,1% de acetato de amonio.

La cromatografia se hace con un gradiente que comienza con
100% de agua y termina con 100% de solvente, preferiblemente
llevando un gradiente lineal de 20 a 100% de propanocl o aceto-

nitrilo.

Una posibilidad alternativa es también efectuar una cromato-

grafia de gel o una cromatografia en fases hidrofébicas.

La cromatografia de gel se efectla en gels de poliacrilamida ©
copolimeras tales como por ejemplo Blogel-P 2® {(de Blorad) o
Fractogel TSK HW 40® (de Merck, Alemania, o Toso Haas, EUA).

La secuencia de las cromatografias arriba mencionadas se puede

invertir.

Los compuesatos de la invencliédn son estables en estado sdlido y
en soluciones de pH entre 3 y 8, en particular entre 5y 7, vy
pueden asi ser incorporadas en preparaciones farmacéuticas

convencionales.

Uno o varios de los compuestos de la invencién so aproplados,
debido a los valores de sus propiedades farmacolédgicas, para

uso como medicamento en medicina humana o veterinaria.

Y
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La presente invencién se refiere entonces al uso del compuesto
de la férmula I © de una sal de éste tolerada fisioléglcamente
para producir un citostatico para el tratamiento de enfermeda-

des tumorales.

La presente invencién se refiere ademiés a todos los equivalen-
te quimicos obvios de los compuestos de la f6rmula I de la in-
vencién. Tales equivalentes son - compuestos que muestran una
leve diferencia quimica, es decir que tienen el mismo efecto o
que son convertidos bajo condiciones benignas en los compues-
tos de la invencién. Dichos equivalente también incluyen, por
ejemplo, sales, productos de reduccién, ésteres, éteres, ace-
tales o amidas de los compuestos de la invenclién y equivalente
que la persona con experiencia puede preparar medlante métodos
estandar, y ademas todas las antipodas dpticas, disterémeros y

todas las formas estereoméricas.

Sales fislolédgicamente toleradas de los compuestos de la fér-
mula I significa tanto sales organlcas como sales inorgéanicas
de dichos compuestos, tal como se describe en Remington, Phar-
maceutical Science (17* Edicién, pagina 1418(1985)). Debido a
la estabilidad fisica y quimica y a la solubllidad se prefie-
ren como grupos acidos las sales de sodio, potasio, calclio y
amonio, entre otras; grupos béasicos preferidos son, entre
otros, las sales de acido hidroclérico, acido sulfirico, acido
fosférico o acidos carboxilicos o sulfénicos tales como, por
ejemplo, &acido acético, &aclido citrico, 4&cido benzoico, Aacido
nmaleico, acido fumarico, acido tartarico y 4acido p-

toluenosulfénico.

Los ésteres, éteres y acetales pueden ser preparados por méto-
dos descritos en la llteratura, por ejemplo en Advanced Orga-
nic Synthesis, 4* Edicién, J.March, John Wiley & Sons, 1992, o
Protective Groups in Organic Synthesis, 3* Edicién, T.W.Greene
& P.G.M.Wuts, John Wiley & Sons, 1999.
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El grupo carboxilo puede ser reducido, por ejemplo, al alcohol

con LiAlH,.

Es posible inicialmente eliminar la mitad glicésido de com-
puesto de la férmula I mediante hidrélisls alcalina (W. Weber
y colaboradores, J. Antlbiotics, 47, 1188-1194). Es posible
entonces introducir mediante glicosilacién (por ejemplo reac-
cién Kdnigs—-Knorr) los residuos de azidcar deseados. Los méto-~
dos correspondientes se describen en la literatura, por ejem-
plo en Carbohydrate Chemistry, J.F.Kennedy, Oxford University
Press, 1988.

Se desconoce el mecanismo de accién de los derivados de calo-

porosido, pero fue detectable un efecto significativo.

Los inhibidores de las CDKs se detectan usando una prueba en
la que se mide la cantidad de fosforilacién de un substrato
péptido especifico por parte de las cinasas dependientes de
ciclina. Las cinasas dependientes de ciclina son activadas me-
diante el enlace a la ciclina particular. [y-P]-fosfato se
transfiere de [y-P]-ATP al substrato péptido mediante la enzi-
ma. La prueba se efectGla en placas microlitro 96 pozos: se mi-

de la radioactividad del [y-P]-fosfato transferido.

En la Tabla 1 se indican los valores ICsg para los derivados de

caloporosido; es la concentracién que inactiva 50% la CDK-4

Caloporosido B 15 pM

Caloporeosido C 3,1 pM
Caloporosido D 1,8 yM
Caloporosido E 1,8 pM
Caloporosido F 1,5 pM

¢
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La presente invencién se refiere ademids a medicamentos con un

contenido de por lo menos un compuesto de la invencién.

Uno o varios compuestos de los derivados de caloporosido de la
invencién pueden ser en principio administrados como tales sin
diluyente. El uso preferido es en mezcla con excipientes o ma-
terial vehiculo apropiados. El material vehiculo que se puede
usar es los materiales vehiculos y/o excipientes que son far-

macolédgicamente apropiados y usuales en medicamentos.

Los medicamentos de la invencidén se administran por lo general
oral o parenteralmente, perc también es posible en principilo
el uso rectal. Formulaciones farmacéuticas sélidas o liquidas
apropiadas son, por ejemplo, granulos, polvos, tabletas (recu-
biertas), (micro)capsulas, supoaitorios, Jjarabes, emulsiones,
suspensiones, aerosoles, gotas o soluclones inyectables en
forma de ampolleta y productos con liberaclén prolongada de la
substancia activa, para la preparaciétdn de los cuales Se usan
normalmente vehiculos y aditivos y/o adyuvantes tales como
desintegrantes o aglomerantes, agentes de recubrimiento, agen-
tes hinchantes, agentes deslizantes o 1lubricantes, sabores,
endulzantes o solubilizantes. Vehiculos o exciplentes frecuen-
temente usados que se pueden mencionar son, por ejemplo, car-
bonato de magnesio, didéxido de titanio, lactosa, manitol vy
otros azGcares, talco, proteina de leche, gelatina, almiddn,
vitaminas, celulosa y sus derivados, aceites animales o vege-
tales, pollietileno glicoles y solventes tales como, por ejem-
plo, agua esterilizada, alcoholes, glicerol y alcoholes po-
lihidricos.

Las unidades de dosis para administracién oral pueden ser
eventualmente microencapsuladas con el fin de retardar la 1li-
beracién o de extenderla durante un periodo mayor, por ejemplo
recubriendo o incrustando la substancia activa en forma de

particula en apropiados polimeros, .ceras o similares.
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Los productos farmacéutlicos son preferiblemente producidos y
administrados en unidades de dosis, conteniendo cada unidad
como ingrediente activo una dosis particular de uno ¢ varios
campuestos de los derivados de caloporosido de la invencién.
En el caso de unidades de dosis sélidas tales como tabletas,
cidpsulas y supositorios esta dosis puede ser de hasta aproxl-
madamente 500 mg, pero preferiblemente de aproximadamente 0,1
a 200 mg, y en el caso de soluciones para inyeccién en ampo-
lleta de hasta aproximadamente 200 mg, pero preferiblemente de
aproximadamente 0,5 a 100 mg por dia.

La dosis dliaria a ser administrada depende del peso corporal,
edad, sexo y condiciones del mamifero. No obstante, bajo cier-
tas circunstancias, pueden ser apropiadas también dosis mayo-
res o menores. La administraciétn de la dosis diaria puede
efectuarse mediante una tnica administracién en forma de una
Gnica unidad de dosis o también en una pluralidad de unidades
de dosis mis pequefias y mediante administracién miltiple de

doais divididas a intervalos determinados.

Los medicamentos de la invencién se producen convirtiendo uno
0 varios de los compuestos de la invencién en una forma apro-
piada de dosis con vehiculos convenclonales y, eventualmente,

con aditivos y/o excipientes.

La 1nvencién se explica adicionalmente con los ejemplos que
siquen. Los datos percentuales se basan en peso. Las propor-
clones de mezcla de liguidos se basan en volumen a menos gque

se indique otra cosa distinta.

Ejemplos

Ejemple 1l: Preparacién de un cultivo en glicerol de Gloeoporus

dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784

100 ml de solucién nutriente (extracto de malta 2%, extracto
de levadura 0,2%, glucosa 1,0%, (NH,)HPO4 0,05%, pH 6,0) en un

matraz Erlenmeyer de 300 ml esterilizado se incuban con la ce-
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pa Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784, a
25°C y 140 rpm en un agitador rotativo durante 7 dias. Enton-
ces se diluyen 1,5 ml de este cultivo con 2,5 ml de glicerol
al 80% y se almacenan a -135°C.

EJemplo 2: Preparacién de un precultivo de Gloeoporus dichrous

(Fr.:Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784 en un matraz Erlenmeyer

30 ml de solucién nutriente (extracto de malta 2%, extracto de
levadura 0,2%, glucosa 1,0%, (NH.)2HPO, 0,05%, pH 6,0) en un
matraz Erlenmeyer de 300 ml esterilizado se inoculan con 1la
cepa Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres. S5T001714, DSM 13784,
y se incuban a 25°C y 140 rpm en un agitador rotativo durante
4 dias. Entonces se usan porciones de 2 ml de este precultivo
para inocular las placas para preparar los cultivos principa-

les.

Ejemplo 3: Preparaclén de un cultivo principal de Gloeoporus’
dichrous (Fr.:Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784 en placas de me-
dio sélido

Sobre placas de 25x25 cm (de Nunc) esterilizadas se vierten
200 ml de la siguiente solucién nutriente: 20 gr/lt de extrac-
to de malta, 2 gr/lt de extracto de levadura, 10 gr/lt de glu-
cosa y 0,5 gr/lt de (NH,);HPO,, pH 6,0. Cada una de estas pla-
cas fue inoculada con 2 ml de un precultivo. La mixima produc-
ciétn de uno o varios de los compuestos de la invencién se al-

canza después de aproximadamente 480 horas.

Ejemplo 4: Produccién de derivados de caloporosido

Se prepararon 50 placas de 25x25 cm y se 1lnocularon con un
precultivo:

Medio nutriente: 20 gr/lt de extracto de malta; 2 gr/lt de ex-
tracto de levadura; 10 gr/lt de glucosa; 0,5 gr/lt de
(NH4)2HPO4, pH 6,0 (antes de la esterilizacién), tliempo de in-
cubacién: 480 horas; temperatura de incubacién: 25°C.

N %
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Ejemplo 5: Alslamiento de la mezcla de caloporosidos de la
placa de cultivo de de Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres.
ST001714, DSM 13784

Luego de completar la fermentaciétn de Gloeoporus dichrous
(Fr.:Fr.) Bres. ST001714, DSM 13784, los cultlivos de placa ob-
tenidos segin el Ejemplo 3 se liofilizan y el producto liofi-
lizado se extrae con 5 litros de metanol. La solucié4n metand-
lica que contlene substancla activa se filtra para eliminar el
residuo y se concentra al vacio. El concentrado se diluye con
agua y se carga en una columna preparada de 1,0 litro MCI GEL,
CHP20P. La elucién se hace con un gradiente de agua a 100% de
acetonitrilo. El flujo de la columna (25 ml por minuto) se re-
coge en fracciones (25 ml cada una) y las fracciones que con-
tienen derivados de caloporosido (de 40% a 100% de acetonitri-
lo) se combinan. La concentracién al vaclo y la subsiguiente

liofilizacién producen 8,5 gr de un polvo amarillo pardo.

Ejemplo 6: Separaclién preliminar de los derivados de caloporo-

sido mediante cramatografia RP18

0,5 gr del producto obtenido en el Ejemplo 4 se cargan en una
columna Nucleosil® 100-7 C18 HD (tamafio: 40 mm x 250 mm). La
elucién se hace con un gradiente de 20% acetonitrlilo (+ agua
con adicién de 0,1% de acetato de amonio) a 100% acetonitrilo
con una cantidad de flujo de 35 ml por minuto. El flujo de sa-
lida de la columna se recoge en fracclones (35 ml). Los deri-
vados de caloporosido estidn presentes principalmente en las
fracciones 39 a 68. Ellos se combinan, se llberan del solvente
al vacio y después se liofilizan. Esto resultd en caloporosido
B (22,4 mg) y caloporoslido F (10,5 mg) ya >95% puros. El calo-
porosido C (fraccién 41; 43,4 mg), el caloporosido D {fraccién
43-45; 76,2 mg) y el caloporosido E (fraccidén 43-45; 76,2 mg)
se obtuvieron aproximadamente 70% puros y por consiguiente Bse

purificaron adicionalmente mediante cromatografia.

Ejemplo 7: Purlficacién de 1 s caloporosidos C, Py E
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20 mg del caloporosido C aislados y concentrados segin el
Ejemplo 5 se cargan en una columna LUNA® 5p C18(2) (tamafio: 10
mn x 250 mm) y son sometidos a cromatografia con un gradiente
de 25 a 35% acetonitrilo en 0,1% de acetato de amonio/agua. El
flujo del eluentees 6,5 ml por minuto y el tamafic de fraccidn
6,5 ml. El caloporosido C esta presente en las fracciones 35 a
42. La liofilizacién de dichas fracciones produce caloporosido

Cc (7,5 mg) >95% puro.

25 mg del caloporosido D y E aislados y concentrados segin el
Ejemplo 5 se cargan en una columna LUNA® 5p Cl8(2) {(tamafio: 10
mm X 250 mm} y son sometidos a cromatografia con un gradiente
de 30 a 40% acetonitrilo en 0,1% de acetato de amonio/agua. El
flujo del eluentees 6,5 ml por minuto y el tamafio de fraccién
6,5 ml. El1 caloporosido D esta2 presente en las fracciones 18 y
19 y el caloporosido E esta presente en las fracciones 20 a
21. lLa liofilizacién de dichas fracciones produce caloporosido

D (7, mg) y caloporosido E (6,0 mg) >95% puros.

Las propiedades flsico-quimicas y espectrocdpicas de las subs-

tancias de la lnvencidén se pueden resunir asi:

Caloporosido B:

F6rmula molecular: CizgHgz0:6

peso molecular: 774,9

UV maxima: 208,244,310

14— y 3C-NMR: ver Tabla 2

El espectro de masa FAB de alta resoluciédn muestra un intenso
MH* a m/z 775,4120 Da, en buena correspondencia con la masa

calculada {(para CisHeO1s, monoisotépico) de 775,4116 Da.

Caloporosido C:

FO6rmula molecular: Cg3HseO20
peso molecular: 902,99

UV maxima: 208,244,310

j- y Y%c-NMR: ver Tabla 3

El espectro de masa FAB de alta resolucién muestra un intenso
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M+H' a m/z 903,4264 Da, en buena correspondencia con la masa

calculada (para C3eH71025, monolsotépico) de 903,4284 Da.

Caloporosido D:

Férmula molecular: C41HeqO1s

peso molecular: 860,96

UV méxima: 208,244,310

4~ v %Cc-NMR: ver Tabla 4

El espectro de masa FAB de alta resolucidn muestra un intenso
M+Na* a m/z 883,3942 Da, en buena correspondencia con la masa

calculada (para CuHeOi9Na, monoisotédpico) de 883,3939 Da.

Caloporosido E:

F6rmula molecular: CqHesO19

peso molecular: 860,96

UV maxima: 208,244,310

14~ y 3C-NMR: ver Tabla 4

El espectro de masa FAB de alta resolucién muestra un intenso
M+Na* a m/z 833,3942 Da, en buena correspondencia con la masa

calculada (para C4qHeO1sNa, monolisotépico) de 883,3939 Da.

Caloporosido F:

Férmula molecular: CjgHezaO16

peso molecular: 774,9

UV maxima: 208,244,310

'H- y ®C-NMR: ver Tabla 5

El espectro de masa FAB de alta resoluclidén muestra un intenso
M+H* a m/z 775,4128 Da, en buena correspondencia con la masa

calculada (para CysHe¢sOi6, monoisotédplco) de 775,4116 Da.
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Tabla 2: Desplazamientos quimicos H y }3%¢ de caloporosido B

en metanol-dy y DMSO-d¢ a 300K

DMSO MeOD DMSO MeOD

1 ] ] 171.24 8)

2 i _ ) a)
3 - ] 162.22 163,57
4 6.68 6.77 115.28 116.81

5 7.17 7.25 ~131.6 b
6 6.57 6.67 121.02 ~123.0
7 ] ] 137.90 139.57

a K)) aJ a) "a)

, o D) —3) ) —g]

10-20 1.30-1.20 | 1.32-127 | 20.01-28.69 | 30.76-30.47

21 1.30 1,38/1.32 24.81 26.52
22 1.5411.45 | 1.65/1.52 35.31 37.00
23 4.81 4,95 70.04 - 73.09
24 1.15 1.24 19.69 20.22
1 ] ] 173.43 175.35
2 3.95 4.13 70.89 72.97
3 3.95 4.17 70.04 71.59
4 3.54 3.82 67.96 69.80
5 3.65 3.86 78.94 80.12
& 3.74/3.44 | 3.90/3.69 62.11 63.25
1" 4,53 4.71 100.27 101.34
2" 374 3.85 70.37 72.46
3 3.2 344 73.67 75.30
4 3,21 3.49 67.54 69.00
5 3.04 322 77.15 78.23
6" 372/331 | 3.88/3.63 61.80 63.25

oG - A - )

Ac-Me —a] a) a) aJ

para estos protones/atomos de carbono no se observa ninguna -

sefial en MeOD o DMSO (agregacion)-.



Tabla 3: Desplazamientos quimicos 'H y C de caloporosido C
en metanol-dy y a 300K

21

_'IH 13c
2 ; 175.80
2 - 116.73
3 - 163.67
3-Ac-Me s 4
3AcC' i D
4 6.73 116.73
5 7.16 ~132.6%
6 6.55 123,53
7 . 139,51
8 . 249 43.06
g 1.53 24,75
10-20 1.36-1.26 30.78-30,62
21 1.38/1.33 26.54
22 1.65/1.52 37.02
23 4.95 73.04
24 1.24 20.22
1" - 17517
2 4.7 72.82
3 4.08 71.60
4 3.71 69.79
5 4,07 76.38
8 4.60/4.14 66.43
7 - 170.55
8 3.27'° ~44.8
9 - 173.12
1" 4.93 99.40
2 5.33 73.40
3" 3.72 73.40
4 3.42 69.34
5 3.34 78.19
6" 3.89/3.62 63.11
"_Ac-Me 2.11 21.17
2%-Ac-C' ] 172.56

.—L_
y‘v

%) para estos nicleo no se obsexva ninbuha seflal (seflal fuertemente
“** ampliada . .

B) senal ampliada

€ La sefial para los protones en la posicién 8' se observa solamente
. - en solucidén recién preparada (rapido intercambio con deuterio).
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Tabla 4: Desplazamientos quimicos 'H y *°C de caloporosido D y

1H 1lc 1H ﬂc
caloporoside calopon;side caloporoside | cafoporoside
D D E E
1 - - 176.28 176.28
2 - - 120.37 120.37
3 - - 162.12 162.12
4 6.61 6.61 114.91 114.91
5 7.06 7.08 131.53 131.53
6 6.58 6.58 122.23 122.23
7 - - 147.22 147.22
8 3.04 3.04 36,31 36.31
-9 1.55 1.55 33.35 33.35
1Q-20 1,36-1.25 1.36-1.25 | 31.07/30.61 | 31.07/30.61
21 1.38/1.32 1.38/1.32 26.53 26.53
22 1.65/1.53 1.65/1.53 37.01 37.01
23 4.95 4.95 73.13% 73.07%
24 1.24 1.24 20.23 20.23
1" - - 175.18 175.40
2 417 4.15 72.80 72.80
3 4.08 4.15 71.61 71.53
4 3.71 3.85 69.78 69.27
5 4.07 4.08 76.40 77.07
6’ 4.56/4.14 4.50/4.24 66.35 65.43
7 - - ~170.4 -170.4
8 3.28 3.28 ~45.0 ~45.0
g - - ~173.0 ~173.0
1" 4.93 4.84 99.40 100.20
2" 5.33 4.03 73.41 70.27
3" 3.72 4.78 73.39 77.44
4" 3.42 3.71 69.32 66.35
5" 3.34 3.38 78.35 78.00
6" 3.91/3.62 3.89/3.65 63.09 62.96
2°/3"-Ac-Me 2.11 2.00 21.18 20.98
2°/3"-Ac-C’ - - 172.58 172.36

a) Estas sefiales no pueden ser asignadas sin ambigfiedad
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Tabla 5: Desplazamientos quimicos H y 3C de caloporosido F
en metanol-ds a 300K

] 1H .1 J‘c
1 - 174.95
2 - 117.32
3 - 162.18
4 6.68 115.42
5 7.17 133.17
6 6.67 122.65
7 - 146.91
8 2.93 36.57
9 1.56 33.27
10-20 1.36-1.25 30.93-30.62
21 1.35 26.53
22 1.65/1.53 37.02
23 4.95 73.05
24 1.24 20.23
1! - 175.15
2' 4.17 72.98
3 4.09 71.73
4 3.71 69.88
5' 3.85 79.58
6' 3.90/3.61 63.57
1" 4,88 89.76
2" 5.37 73.52
3" 3.63 73.56
4" _3.46 6u.27
5" 3.28 78.33
6" 3.91/3.63 63.06
Ac-C! - 173.03
Ac-Me 2.13 21.21

6}‘@
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E)emplo 8: Bioensayo para los inhibldores CDK-4

Para determinar el ICso Se preparan soluciones matrices de las
substanclas naturales de la invencién en una concentracién de
10 mM. Placas Flash de 384 pozos se recubren con 50 pl (50
ug/pozo) de substrato péptido biotinilado a temperatura am-
biente durante 2 horas y luego se lavan 3c con amortiguador
PBS. Para la reacciétn se plpetean sobre las placas 30 pl de
una solucién diluida amortiguadora de los derivados de calopo-
rosido Y 20 pl de una solucién premezclada de
ATP/clclinaD1/CDK4 (concentracién final: 1 pCi 33P-y-ATP, 2 uM
ATP y 1 pg mezcla de enzimas). Después de la reaccidén a 37°
durante 2 horas, las placas se lavan 3x con 80 nl de &acido
fosférico cada vez y luego se miden con un contador MicroBeta
durante 30 segundos. La determinacién del porcentaje de inhi-
blcién se efectlda con la ayuda de ecuaciones matemAticas. Para
la determinacién de los valores ICs se someten a prueba 10
concentraciones de solucién DMSO recién diluida de las subs-

tancias de la invenciédn.
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Reivindicaciones de patente

1. Un compuesto de la férmula I

OR,
HO. OH COOH
8]
. HO OH OH
0 OR,
R, Ry

en la cual

R‘E Rz Y Ri independientemente uno del otro son H o radicales
aciio que tienen 2-~10 atomos de carbono; y

Ry es H o -C(O) (CHz},COOH, en donde n es 1 a 7;

con la excepcidén de que Ry, R2, R; y R¢ no son todos H;

Y sus sales de filsiolégicamente tolerados

2. Un compuesto de la férmula I de acuerdo con la reivindica-
cién 1, en la cual

R;; Rz, R; independientemente uno del otro son H o acetilo; y
R¢ es H 0 malonilo (n = 1);

y sus sales fisiolégicamente toleradas.

3. Un compuesto de la férmula I de acuerdo con la reivindica-
ciétn 1 o 2, en el cual
R; es acetiloRz, R; y Ry son H; '

Yy sus sales fisiolbgicamenté toleradas.

4. Un compuesto de la férmula I'de acuerdo con la reivindica-
cién 1 o 2, en la cval
R; y Rs son acetilo;
" Rpes H; y
Ry €3 malonilo;

==+ y sus sales fisiolégicamente toleradas.

5. Un compuesto de la férmula I de acuerdo con la reivindica-

cibn-l o 2, en la cual
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R1 v Rz son H:
Ry es acetilo; y
Ry @3 malonilo;

y sus sales fisiolégicamente toleradas.

6. Un compuesto de la fé6érmula I de acuerdo con la reivindica-
cién 1 o 2, en la cual

R: v R; son H;

Rz es acetilo; y

R; @s malonilo;

y sus sales fisioldglcamente toleradas.

7. Un compuesto de la fé4rmula I de acuerdo con la reivindica-
cién 1 o 2, en la cual

Riy R2 y Ry son H; ¥y

R; @8 acetlilo;

y sus sales fislolégicamente toleradas.

8. Un compuesto de la férmula I o0 una sal de él1 tolerada fi-
siolégicamente de acuerdo con una o varias de las reivindica-
ciones 1 a 7, el cual puede ser preparadc mediante fermenta-
cién del microorganismo Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres.
ST001714, DSM 13784, o de una de sus variantes ¢ mutantes bajo
condiciones apropladas, aislamiento de uno o varios de los de-
rivados de caloporosido y eventualmente ellos son convertidos

en sales fisiolédgicamente toleradas.

9. Procedimiento para la preparacién de un compuesto de la
férmula I o de una sal de él1 fisiolégicamente tolerada de
acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1-7, caracte-
rizado por que el microorganismo Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.)
Bres. ST001714, DSM 13784, o de una de sus variantes o mutan-
tes se fermentan bajo condiciones apropladas, uno o varios de-
rivados de caloporosldo se aislan y eventualmente ellos son

convertidos en sales fisiol6gicamente toleradas.

/

BT)
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10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, carac-
terizado porque la fermentacién se lleva a cabo bajo condicio-
nes aer6bicas a una temperatura entre 18 y 35°C y a un pH en-

tre 5 y 8.

1l. Compuesto de la férmula I © una sal de &1 fisiolédgicamen-
te tolerada de acuerdo con una o varias de las reivindicacio-

nes 1-8 para uso como medicamento.

12. Compuesto de la férmula I o una sal de é1 fisioldSgicamen-
te tolerada de acuerdo con una o varias de las reivindicacio-

nes 1-8 para uso como inhibidor de CDK.

13. Uso de un compuesto de la férmula I o de una sal de él
fisiolégicamente tolerada de acuerdo con una o varias de las
relvindicaciones 1-8 para la preparacién de medicamentos para
el tratamiento de cancer y otras enfermedades con una pertur-

bacién patolégica de la proliferaciédn celular.

14, Medicamento con un contenido de por lo menos un compuesto
de la f6rmula I o una sal de &1 fisiolégicamente tolerada de

acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1-8.

15. Procedimiento para la preparacién de medicamentos de
acuerdo con la reivindicacién 14, caracterizado porque al me-
nos un compuesto de la férmula I o una sal de &1 fisiolégica-
mente tolerada de acuerdo con una o varias de las reivindica-
ciones 1-8 se convierte en una forma de dosls apropiada con

excipientes y/o vehiculos apropiados.

16. El microorganismo Gloeoporus dichrous (Fr.:Fr.) Bres.
ST001714, DSM 137864.
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taatsangahirigkeit (Sat): Sitz oder Wohnaitz (Staat):
QE DE
Dicss Persou ist Assnolder Elhldhr Dllhhh—-lﬂﬂA—llm Dnﬁvm Dﬁhm
fir bigends Swmater mmgmtatn dor Vereloigica Staaten von Ameriia Staatrn voo Awerils sgegebenea Staaten
Feld Nr. Il WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER
Name und Anschrift (Familiennams, Vornams; bal juristischen Peryonen vollsiindige amtliche
Baxeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitrall und der Nams des Staatr arxugeben. Der in diesem | Diese Person ist
Feid In dar Anschrift angegebene Siaat ist der Staat des Sitves oder Woknritses des Anmeldars, sofern
nackstehend kein Staat des Sitres oder Woknsitzes angegeben ist) ] nur Anmeider
EDER, Claudia ] Amnelder und Erfiader
Florsheimer Str. 7 Erfind
65719 Hofheim E:::w-u, 0 sind dis nechasebendon
Deutschland Angaben nicht ndtlg )
@E’_"'mwﬁ.m Suarx G Sitz oder Wolngity (Staat):
Person st Anmedder fir D Allc Bestho- D allo Bestimmungasmats mit Ausshroe der mur din Verehigen Iy —
Staaten: TgasaaiT Vercinigien Stmaten von Amerbia Stzzien von Aneria sagogebenen Staten

E Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind suf einemn Fortzetzungsblatt angegeben.

Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT

Die folgende Person wird hiermit bestelltfist bestellt worden, um fir den (die) Anmelder ] aower [] semcinsamer
vor den zustindigen internationalen Behdnden in folgender Bigenschaft mu handehn ala: Vertreter

Name und Anschrift (Familienname, Vornars; bal juristischen Personon volistindige amiliche | Tofoms.:
Bexeichnung. Bal der Anvekrift sind die Posticitahi und dar Name des Staees | (089) 305-7100

anzugeben.)

Aventis Pharma Deutachlangd GmbH Tebetiar.: 0688-357175
Patent- und Lizenzabieliung

Industriepark Hachst, Geb. K 801 Y———
65926 Frankfurt
Deutschiand

E Zustellapschrifi: Dieses Kistchen ist snzuloreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeingamer Vertreter bestellt ist und statt dessen i obigen Feld
eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist.

Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungablatt) (Juli 1998; Nachdruck Janusr 2000) Stehe Anmerkungen =u diesem Antragyformular
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Fortsetzung voo Feld Nr. Il WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER
' Wird keines der folgenden Felder benutst, 30 sollte dieset Blatt dem Antrag nicht beigefilgt warden.

Name und Anschrift (Familiewrams, Yornmome: bel jurlrischen Personen vollsiindige amtliche
Bexeichnung. Bei der Anachrift sind dis Posilaitzahl und der Nowe des Sivats axnugsben. Der in digsem Feld Diese Person ist:
in der Anschrift engepabens Steat ist der Sicat des Sitzes odwr Wohnsitzes das Anmeiders, sofern

nechstehend kein Staal dus Sitas oder Wohnsitzes angegeben ist,) [ nur Anmelder

KURZ, Michael

Ed 7 . [0 Anmeider und Erfinder
65718 Hofheim Erfind fiesas
Deutschland & nur O i

Staatsangehirigheit (Staat) Sitz oder Wohnsitr (Staat):
Disse Person st Amrelder fir D Alle Bestira- D alla Bestimenngestasien wit Ansmlere der mr din Varcinigten dis im Zosusftld
figomie Sastex: MEngEtan Vercinigien Staaten ven Ameriis Stasten von Amerikes ingagehenen Stanten
Namw und Anachrift (Familignnams, Vorname; bel juristischen Persomen wvollpiindige amtlicke
Bessichnung. Bel der Anschrift sind dia Poslsitahl und der Name des Staaty ansugeben. Der in diarem Feld | Diese Person ist:
in dar Anschrit angegebene Stoat int der Siaat des Sitzes oder Woknritses day Ammeldars, sofern
hein Sieat des Sitzes oder Woknrises angegeben [st,) O nur Anmelder
BRONSTRUP, Mark [ Anmelder und Erfinder
mt;aikanhnm 18
16 Frankfurt B nur  Brfinder rrw;‘:
m m F -
Deutschland nackrtehendan  Angaben  nickt
notlg,)
Staatsangehirigkeit (Staaty. Sitx oder Wohnsite (Staaty
Dicss Porson it Assrwiier fiir D Allo Beatim- D alle Beglirwrangsstaaten mit Anssslers dar mr die Verwinigien die bn Zusstgfhld
folgendn Stnaterx DEEIEasiaaien Vareinigien Stasion von Ameriks Staaten von Ameria mgogebenen Stasten
Namc und Amschrift (Familienname, Vorname; bel Juristischen Parsomen vollsindigs amtliche
Bacichnung. Bel dav Anschrifi sind dis Postisizahl und der Name dex Stoats axeugeben. Der in diszem Feld | Diese Person ist
in der Axschrift angugebene Siset Ist der Staat das Sitees oder Wohnsitzes des Anmalders, sofarn
Rrachsiehend telx Staat dex Sitves odar Woknsitzes angegeben ist) O nur Anfielder
TOTI, Luigi (] Anmelder und Erfinder
Frankfurter Strafle 5
5239 Hochheim e BJ nr Edfinder i diens
[ Késtchen angekrexzt, 3o rind
DEUTSCHLAND Astehond, ekt
]
Smatangehirighsi (Shary Sitx oder Wohneity, (Smaty:
|Dixse Person ist Apmalder fir Alle Bestim- D alle Bestirarmgsstanten mit Angrabonn der mur die Versinigten die im Zosatrfild
oigende Sinaine: Iapistiaten Veareinigien Staaten vou Aneria . Siasten von Aperika angegubenen Stasten

Name und Anschrift (Familienrams, Vormame: bel juristischan Pasrsonsn vollstindige amtliche
Bexaichnung. Bel der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Nams des Staats anxugeben. Der in diesem Feld | Diese Person ist:
in der Anschrift angegebane Stams st der Staxt des Sitres oder Woknvitras dex Anmalders, sofern

nachsiehend bein Staat dex Sitras oder Woknsitzas angegeben ist.} [0 nur Anmelder

noig)
Smatzangehirigkeit (Staaty Sitx oder Wolngity (Staat):
Diese Person ist Arcomlder fir Alle Bestin- allo Besticuremigastanten mit Ansmleve der mr di Vercinigten din in Zeanitd
folgends Smater: mumgaytaaten Vertinigen Stanken von Amarika Saatin von Amerika sogegebenen Stassn

D Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusitzlichen Fortsetomgsblatt angegeben.

Formblott PCY/ROV101 (Fortsetzungsbiatt) (Juli 1998; Nachdruck Jenuar 2000) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular
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BlaxNr. .. 3. .. o ™

Feld Nr.V BESTIMMUNG VON STAATEN  Bire die enprechenden Kinchen ankraxcen; ‘wenigrans ez Kisichen gl angelreust werden

Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen:

Reglonales Patent

{8l AP ARIPO-Patent: GH Ghans, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mosambik, SD Sudan,
SL Sierra Leone, SZ Swasiland, TZ Vereinigte Republik Tsosanis, UG Uganda, ZM Sambis, ZW Simbabwe und jeder weitere
Stast, der Vertragsstaat des Harure-Protokolls und des PCT ist {faulls eine andere Schuizrechisart oder ein sonstiges Verfakren
gowminschi wird, bitte mufder gepunktaten Litla amgebem) ... .....c.cviiiniiiniinaniiisniisiiiiiaa s et oo tan s asarnn

B EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Beisrus, KG Kirgisistan, KZ Kesachstan, MD Republik
Moldau, RU Russische Faderation, T Tadschikistan, T™M Turlonenistn und jeder weiters Staat, der Vertmgsstaat des
Eurasischen Patentibereinkommeny und des PCT ist

B2 EP Europilsches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH &LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypemn, DE Deurschland,
DK Dinemark, ES Spanien, FT Finaland, FR Frankreich, GB Vereinigtes K3nigreich, GR Griechenland, 1E Iriand,
IT [talien, LU Luxemburg, MC Moaaco, NL Niederiande, PT Portugal, SE Schweden, TR Tilrkei und jeder weitere Staat,
der Vertragsstaat des Europdischen Patentilbereinkommens und des PCT ist

OA OAPI-Patent: BF Burkina Fuso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Republik, CG Kango, CT Cite d"Ivoire, CM Xamerun,
GA Gabun, GN Guines, GQ Aquatoriaiguinen, GW Guines-Bissau, ML, Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senogal,
TD Tachad, TG Togo und jeder weitare Stast, der Vertragsstaat der OAP[ und des l'crut (fails eine andere Schutzrechzart

oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird, bitte auf der gepunksetan Linie angeben) | q ...............................
Natlouales Patent (fily eine andere Schutcrachtsars oder sin sonsiger Verfohren gewinache wird, bista auf der gepunizetan Linis engebay):
B AE Vereinigte Arabische Emirate & GM Gambis & NZ Newsesland ... ..............
B AC Antipm und Barbuda - b AR Kroaian ,.....ccco0vvvennnn.n, B oM Oman
B AL Albanien............cccccveeen. ERUUsgam ......ccoeveeeeaae = PH Philippinen ... ......... ..
B AMAmenien............ccentuns B ID ndoncsien B PL Polen......ooceveeiannene
B AT Osterreich.......ccccccvunennn . B A PT Portogal...ooovvennnnnnnn..
B AU Austalien.........ccccnennnnns BN Indien...........cooennenene. & RO Ruminien
Kl AZ Aserbaidechan . ............... B 5 Isiand ¥ RU Russische Foderstion ... .........
B BA Bomien-Hermegovina............ 1 N
& BB Barbados KE Kenif....ooovveiiinnnennnnns B sD Sudm
i1 BG Bulgarien..........c.cc.uutn B XG Kiagisistan . ................. Rl SE Schweden
& BR Baalien...........oceneeee [ KP Demokmtische Volisrepublik [ SG Singapur
B BY Belarus..........ccoenvnnnenn. KOl .. ooenenennnnanes i 81 Sloweien...................
& BZ Belim...........ccoceennannn, B KR Republik Korea................ SK Slowaksi.............¢ue-...
I CA Xanah Bl XZ Kasachsmn . ................... B SL Siemaleove.................
B CH & LI Schweiz und Licchtengtein [ LC Saint Lucia ® TJ Tedschikistan................
B CNChing...........coevnvmnnns B3 LX Sri Lanka & T™™ Tuwkmenistan. ...............
B cO Kolumbien B LR Liberia B TN Tunesien
Bl CR CosmmRica.......c.ov0nvvnnnn B 18 Lesotho........oovvvnnnnenns B TR Tokei......cccovvcnnnnnnn.
HcuKobe.......covviinininnnnns 3B LT Litsuen B TT Trinidad und Tobago ..........
B CZ Tschechische Republik. .......... B LU Luxemburg = eerereesnsasaneaeeaanns
B PE Dewschiand....... Beenrrees B3 LV Lettiand B TZ Vereinigte Republik Tansenia
B DK Dinemark........ccocnnnnnnns B MAMarokko..................... PIUA Ukieine ....ocoveeeennne e
& DM Dominien B MD Republik Moldsu . .......... K UG Uganda ........ccvvvvnneees
B DZ Algerien .. ...ovviiiiiiiieiies tieeiierrieaieeererranane [ US Versinigte Staaten von Amexiks . .
GBI EC Ecusdor............euetents B MGMadagaskar.........oooivviis revereeiieeiamrierainaaaaas
Klex Estland..............c0uunns N MK Dic chemalige jugostawische &l UZ Usbekisten . ................
BIES Spanien ..........oceinenennn. Republik Mazedonien . ......... B VN Viewan.........c........
EF1 Fionland.............eeeeeee B MN Moogolei B YU Jugoslawien .................
& GB Vercinigies Kanigreich B mwMalawi........covviveennnn. & ZA Stdafriks . .......00nun.....
M GD Grenada B MXMexikD . .....ocoveeennnnns. A ZM Sambia
B GE Georgien.......ocoeeeaee & MZ Mosarbik O ZWSimbabwe . ................
HcAGwm...........c.ceoennt NO Norwegen
henﬂlrd:chmmmungvnnSulm.diedePcruchnguﬁEnﬂmhunldmuFonnbllmbelgemmd.
T et Ol | T

Erklirung bagl. vorsorglicher Batimmungen: Zusitzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach
Regel 4.9 Absarz b auch alic anderen oach dem PCT mullssigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusaizfeld genannten
Bestimmungen, die von dieser Erklinung ausgenomman sind. Der Anmelder erkilirt, dall diese zusllizlichen Bestimmimgen unter dem
Vorbehalt einer Bestfitigung stehen und jede zuslizliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monazen ab dem Priovithtsdatum nicht

igt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zurickgenommen gilv. (Die Besidrigung (ainschiieBlick der Gebithren)

bestitig
mufl beim Anmeideamt innerhalb der Frist von 13 Monatan eingehen.)

Formblatt PCT/RO/I01 (Blatt 2) (Tanuar 2002) Sitha Anmerkungen zu diesem Anoragsformular
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Blatt Nr 4 <. o n2 /019186
0

* Anmeldedatm Aktenzeichen Int der fridhere Anmeldung cine:

der froheren Anmeldung der frheren - - - —T - -
(Tag/Monat/Jahr) Anmeldung mms::nuaun._ regionale MMA‘::“ intemationale Anmelung: ’]\
Zeile(l) - Ssionales Amt__ Anmeldcamt
9. March 2001 10111682.9 DE
09.03.2001
Zeile(2)
Zeile(3)

[CJDus Aumeldeamt wird ersuchn, cine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n)
bezeichneten fioheren Anmeldumg(en) 1z erstellen und dem intemationalen Biro zu Obermitteln frur falls dis frihere Anmeldungfen) bei
dem Amt aingereichi worden ist{sind), das fiir dis Zwecks diessr internationaien Anweldung Answidzamt isi)

* Falls ax sich bul dar frifetrin Anmdidng wm sive ARIPO-ARmeicng handdlt, 5o mufl in dem Zusotzfeld mindesrens ein Sy ongeguben werden, dar Mitgladstoot der
wardls.

Pariser zum Schets das ist wnd iy o b
Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE

| Wahl der brieraationsien Racherchenbehirds (T5A) Anirag axf Nutoasy der Ergeimises siner frilhoren Recherthe; Brangaahms anf dicss frifhere
Qlr swel oder wehr aly rwer internationals Recherchen- Rarharchs (failt cine frithere Recharche bui der intersotionalen Racherchanbveivirdebeantragt ader
Dehieien fir s Ausfihrang der internationalen Recherche von ikr drchgefilhrt wordem isy):

aussdndliy sind, geben Sie dis vow liwan gewedhits Behords on:

der Zwalbuchatolen-Conly ke bamutyt werden): Datum (Tag/AMonat/ jahkr): - Aktenzeichen:  Stastfoder regionolar Amy):

IS4/

Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE

intemationale Ammeldiung enthilt Dieser internationalen Anmeldung licgen dic nachstehend sngekraczien Unteriagen boi:
dia foigende Anzshl von Blldtern:
. 1.50 Biant tor die Gebrithrenberechnung

Antrag ohne 18 QGesonderts unterzeichnete Vollmacht

Beshreibung{ohne 3. | Xopie der allgemeinen Vottmacht; Aktereichen (fislls vorhanden):
G\é Scquemprotokol teil) [ 4] Begrindimg for das Pehlen einer Unterschrift

Anspriche; 4 5. Prioritatsbeieg(e), in Peid Nr. VI durch

Zussmmenfasyung: 1 fhigende Zoilennurmmer geloenmzcichnet:

Zeichmmgen: 6.[] Obersetzung der Intemationalen Anmekiung In dia foigande Sprache:

Sequenzprotokolitell 7.4 Gesonderte Angaben zu hinteriegten Mikroorgenismen oder anderem biologischen

der Beschreibung O Maberiat

8. Protokofl der Nucieotid- undfoder Amincsiuressquenzan In computerissbarer Form

@h Blattxahl imsgesamt- D35 |97 sonstige (eimemin auuiven):

Abbildung der Zeichouogen, dis Sprache, it der die

verofizticht werden soll (Nr.): cingereicht wird; Deutsch

Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT D,ES ANMELDERS ODER DES ANWALTS

@Eﬁnﬂmm unterzeichnenden Parson ist neban der Unisrschrift x wiederholar, und ¢3 sl araugaben, sofern sick dies nichi eindeutly aus dem
Antrag ergibt, in weichay, dig Perzon untsrzaiciout

Aventis Pha chland GmbH

.(4/’& el f.V_ 11\‘

Dr. Jacobl r. Weln

Vom len
1. Datum des wtsichlichen Eingangs dieser zz 3. m_-w 73 FEB 002 2. Zeichnungen
™ - =1 - ry N k) D .Im..'

3. Geindertes Eingangsdatum sufirund nachuriglich, jedoch gangen:
fristgerecht aingegangener Unterlngen oder Zeichnungen
zur Vervollsiind dleser internationaten Anmeld! D nicht ein-

4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten ,
Richtigateltungen nach Artikel 11(2) PCT: gegangen:

S. Intemstionale Recherchenbehbrde i i
(falls zwei oder mebr mseandig sind): =~ 15A/ sl Uz:'“immw EME > “"’! """“! m‘“"ﬂ"""g '!‘“'b;"

Yom Intemationalen Boro susznfiilien

Datum des Emgangs des Aktenexemplars
beim Internationalen Biro:

Formblatt PCT/ROV101 (Taixias Bloy) (Jedi 1998; Noachdruck Juli 1999) Sishe Anmeriungen zu dissm Antragyformular
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Formulario - PCT/RO/101

Solicitud PCT

El suscrito solicita que
la presente solicitud internacional
sea tratada de conformidad con el Acuerdo sobre

Cooperacién Internacional en el Area de Patentes

NGmero de referencia internacional: PCT/EP 02/01916

Fecha de solicitud internacional: 23 Febreroc 2002

Nombre de la oficlna receptora

y "solicitud PCT internacional™: OFICINA EUROPEA DE PATENTES
SOLICITUD INTERNACIONAL PCT

Ndmero de referencla del solicitante o del abogado: 200170016

CAMRO No. I TITULO DE LA INVENCION
Derivados de caloporosido, procedimiento para prepararlos y

uso de ellos

CAMPO Mo. II SOLICITAMTE

Nombre y direccidn:

(Apellido, nombre; en el caso de personas juridicas nombre
ficial completo. En la direccidén hay que indicar el cdédigo

postal y el nombre del pais. El1 pais indicado en este campo es
el pais del domicilio del solicitante si a continuacién no se

indica ningin pafs del domicilio.).

Aventis Pharma Deutschland GmbH

Briinningstrasse 50

D-65929 Frankfurt

Alemania

Nacionalidad (pais): Alemania (DE)

Domicilio (pais): Alemania (DE)

Esta persona es solicitante para los sliguientes paises: todos

los paises de la designacién.



Campo No. III OTROS SOLICITANTES Y/U (OTROS) INVENTORES
Nombre y direccidn:

(Apellido, nombre; en el caso de personas juridicas nombre
oficial completo. En la direccidén hay que indicar el cédigo
postal y el nombre del pais. El1 pals indicado en este campo es
el pais del domicilio del solicltante si a continuacidén no se
indica ningtn pais del domicilio.)

EDER, Claudia

Flérsheimer Str. 7

65719 Hofheim

Alemania

Esta persona es: Unlcamente inventor

Otros solicitantes y/u {(otros) inventores se mencionan en una

Hoja de continuacién de este Campo.

Campo No. IV ABOGADO O REPRESENTANTE COLECTIVO:
DIRECCION POSTAL
Nombre y direccién:
(Apellido, nombre; en el caso de personas juridicas nombre
oficial completo. En la direccidn hay que indicar el cédigo
postal y el nombre del pais.)
Aventis Pharma Deutschland GmbH
Departamento de Patentes y Licenclas
Industriepark Hbchst
Edificio K 801
D-65926 Frankfurt
Alemania
X Direccldén postal: Hay que poner una X en esta casilla
cuando no se ha nombrado un abogado o un representante

colectivo y en lugar de ello se ha indicado una direccidn

postal particular en el campo anterior.
Continuacién dsl
Campo No. III OTROS SOLICITANTES Y/U (OTROS) INVENTORES

Nombre y direccién:

(Apellido, nombre; en el caso de personas juridicas nombre



oficial completo. En la direccidn hay que indicar el cédigo
postal y el nombre del pals. E1 pais indicado en este campo es
el pais del domicilio del solicitante si a continuacidn no se
indica ningin pais del domicilio.)

KURZ, Michael

Erlenweg 7

65719 Hofheim

Alemania

Esta persona es: Unlcamente inventor

Nombre y direccién:

(Apellido, nombre; en el caso de personas juridicas nombre
oficial completo. En la direccidn hay que indicar el cddigo
postal y el nombre del pafs. El pais indicado en este campo es
el pais del domicilio del solicitante si a continuacién no se
indica ningin pais del domicilio.)

BRONSTRUP, Mark

Musikantesweqg 16

60316 Frankfurt

Alemania

Esta persona es: Unicamente inventor

Nombre y direccién:

(Apellido, nombre; en el caso de personas juridicas nombre
oficial completo. En la direccidn hay que indicar el cdédigo
postal y el nombre del pais. El1 pafs indicado en este campo es
el pals del domicilio del sélicitante 8i a continuacién no se
indica ningin pais del domicilio.)

Nombre y direccién:

TOTI, Luigi

Frankfurter StraBe 5

65239 Hochheim

Alemania

Esta persona es: Unicamente inventor

Canpo No. V DESIGMACION DE PAISES

Se hacen las siguientes designaciones de conformidad con la

norma 4.9 inciso a:



Patente regional:

AP:

Patente Aripo: GH Gana, GM Gambia, KE Kenla, LS Lesotho,
MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan, SL Sierra Leone, SZ
Swazilandia, TZ Repdblica Unida de Tanzania, UG Uganda,
ZW Zimbabwe y todo otro pais que sea pais miembro del

Protocolo de Harare y pais contratante del PCT

Patente Eurasia: AM Armenia, AZ Aserbayin, BY Belarus,
KG Kirguistan, KZ Kazajstan, MD Repiblica Moldavia, RU
Federaciédn Rusa, TJ Taylkistén, TM Turkmenistan y todo
otro pais que sea pais miembro del Acuerdo de Patentes

de Eurasia y pais contratante del PCT

Patente Europea: AT Austria, BE Bélgica, CH&LI Suiza y
Liechtenstein, CY Chipre, DE Alemania, DK Dinamarca, ES
Espafia, FI Finlandia, FR Francla, GB Reino Unido, GR
Grecia, IE Irlanda, IT Italla, LU Luxemburgo, MC Mdnaco,
NL Paises Bajos, PT Portugal, SE Suecla, TR Turquia y
todo otro pais que sea pais miembro del Acuerdo de Pa-

tentes Europeas y pals contratante del PCT

Patente OAPI: BF Burkina Fasso, BJ Benin, CF Reptiblica
Centroafricana, CG Congo, ClI Costa de Marfil, CM Came-
rGn, GA Gabdén, GN Guinea, GW Guinea Bissau, ML Mali, MR
Mauritania, NR Nigeria, SN Senegal, TD Chad, TG Togo y
todo otro pais que sea pais miembro del OAPI y pais con-
tratante del PCT (en el caso de gue se desee otro tipo
de proteccidn legal u otro procedimiento, por favor in-

dicarlo a continuacidén) Gq .

Patente nacional

{en el caso de que se desee otro tipo de proteccidén legal u

otro procedimiento, por favor indicarlo a continuacidn del

nombre del respectivo pais):

AE Emiratos Arabes Unidos, AG Antigua y Bermuda, AL Albania,

AM Armenia, AT Austria, AU Australla, AZ Azerbayan, BA Bosnia

Herzegovina, BB Barbados, BG Bulgaria, BR Brasil, BY Belarus,



BZ Belice, CA Canada, CH & LI Suiza y Liechtestein, CN China,
CO Colombia, CR Costa Rica, CU Cuba, CZ Repiblica Checa, DE
Alemania, DK Dinamarca, DM Dominica, D2 Argelia, EC Ecuador,
EE Estonla, ES Espafia, FI Finlandia, GB Reino Unido, GD Grena-
da, GE Georgia, GH Ghana, GM Gambia, HR Croacia, HU Hungria,
ID Indonesia, IL Israel, IN India, IS Islandia, JP Japdén, KE
Kenia, KG Kirguistan, KP Reptblica Democratica Popular de Co-
rea, KR Repiblica de Corea, KZ Kasajstan, LC Santa Lucia, LK
Sri Lanka, LR Liberia, LS Lesotho, LT Lituania, LU Luxemburgo,
LV Letonia, MA Marruecos, MD Repiblica Moldavia, MG Madagas-
car, MK ex-Replblica Yugoeslava de Macedonia, MN Mongolia, MW
Malawi, MX México, M2 Monzambigue, NO Noruega, NZ Nueva Zelan-
da, OM Oman, PH Filipinas, PL Polonia, PT Portugal, RO Ruma-
nia, RU Federacién Rusa, SD Sudan, SE Suecia, SG Singapur,

SI Eslovenia, SK Eslovaquia, Sierra Leone, TJ Taylkistan, T™M
Turkmenistan, TN Tunez, TR Turquia, TT Trinidad y Tobago, TZ
Repiblica Unida de Tanzania, UA Ucrania, UG Uganda, UZ Us-
bekistan, VN Vietnam, YU Yugoeslavia, 2ZA Suradfrica, ZM Zambia,
ZW Zimbawe.

Casillas para la deslignacién de paises que han ingresado al

PCT posterliormente a la publicacién de este formato:

Aclaracidédn respecto a las designaciones preventivas: Adicio-
nalmente a las designaciones arriba mencionadas, el solicitan-
te de conformidad con la norma 4.9 inciso b realiza todas las
otras designaciones permisibles seqin el PCT, exceptuando las
designaciones mencionadas en el Campo Adicional que estan ex-
cluidas de esta aclaraclidn. El solicitante declara que estas
designaciones adicionales estan bajo la reserva de una confir-
macién, y que toda designacién adicional que no sea confirmada
antes de 15 a partir de la fecha de la prioridad se considera
retirada por el solicitante. (La confirmacién (incluyendo los
honorarios) debe llegar a la Oficina Receptora antes del plazo

de 15 meses.)
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Campo Mo. VI REIVINDICACION DE FRIORIDAD

Rengldén (1)

Fecha de presentacién de la anterior solicitud:

9 Marzo 2001

NGamero de referencia de la anterior solicitud: 10111682.9
Solicitud nacional: Pais Alemania (DE)

Campo No. VII AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIOMNAL

Eleccién de la autoridad de bisqueda internacional (ISA):

{en el caso de que para la realizacidn de la bilisqueda interna-
cional sean competentes mds de dos autoridades de biisqueda
internacional, entonces indique las autoridades elegidas por
Usted; se puede utilizar el cdédigo de dos letras):

ISA /

Campo No. VIII LISTA DE CONTROL; IDICMA DE PRESENTACION

Esta solicitud internacional contiene el siguiente ntmero
de paginas:

Sollicitud: 4

Descripcién (sin parte de protocolo de secuencia): 26
Revindicaciones: 4

Resumen: 1

Dibujos: -

Total de paglinas: 35

A esta solicitud internacional se anexan los siguientes docu-
mentos:

1. X Hoja para cédlculo de honorarios

2. _ Poder firmado separado

3. _ Copia del pcder general; nimero de referencia: 36963

4. _ Razdén para la ausencla de una firma

5. X Documentos de prioridad, identificados en el Campo
No. VI por el siguiente nimero de linea:

6. _ Traduccién de la solicitud internacional al siguiente
idioma:

7. X Datos separados respecto a microorganismos entregados



u otro material biolédgico entregado

B. Protocolo de las secuencias nucleotidas y/o de amino-
dcidos en forma legible.por computador

9. Otros (indicar individualmente):

Dibujo de figuras que deben publicarse con el resumen (No.): -

Idioma en gue se presenta la solicitud internacional: Aleman

Campo Wo. IX FIRMA DEL SOLICITANTE O DEL ABOGADO
El nombre del signatario se ha de repetir al lado de la firma
¥y, 81 ello no resulta evidente en la solicitud, se debe escri-

bir la funcién que desempefila esta persona.

Aventis Pharma Deutschland GmbH

Dr. Jacobi (firma) Dr. Wein (firma)

--=====Para llenar por la Oficina receptora=-=-—=—=---

1. Fecha efectiva de reclbo de esta solicitud lnternacional:
23 Febrero 2002

2. Dibujos
Recibidos _ No recibidos

3. Fecha de recibo modificada por recibo posterior pero den-
tro del plazo establecido de documentos o dibujos para

completar la solicitud internacional:

4., Fecha de recibo autorizado de las correcclones conforme al
articule 11{(2) PCT:

5. Autoridad de bisqueda lnternacional (en caso de que sean

competentes dos o mas): ISA /

6. _ Envio del ejemplar de bisqueda aplazado hasta que se

haya efectuado el pago de los honorarios de bisqueda

Fecha de recibo del ejemplar de las actas

en la Oficina Internaclonal:
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD

COMPLETA ()

Indlcacion de nue se solicka Iz concesidn de ina patente. g
Datos de idenfificacion del sollcitante o de |a persnna gue se presenta I3 solicitud.

Descripeion de lainvencion,
Dibujos do sar eslos perfinenins.
Cumprobanie de Pago de Jas lagas eslablecidas.

INCOMPLETA

DISERO INDUSTRIAL ( )

indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial

Datos de identificacion del solicifante ¢ de la persona que presenta

la solicitud.

Representacién grafica y fotogrifica del Disefio Indusirial o muestra del

USUARID  RADICADOR

()

()

Material que incorpora ef disefio. { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( )
COMPLETA () INCOMPLETA { )
ESQUEMA DE TRAZADO ()
- Indicacion de que soliclia el registro de un Esquema de trazado. { )
- Datos de identificacion dei solcitante o de la persona gue presenta
La solicifud. ()
Representacion grafica del esquema de trazado { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas. ( )
COMPLETA INCOMPLETA { )

Firma Responsable: M@* % N S

Fecha;

(

{
{
{
{

{

()

—
gt Yo Sogmet

()

)
)
)
)
}

)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogotd, D.C.,
Doclor: OficloN* 10124
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO
Apoderado
AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH
ASUNTO: Radicacién N° 03-77712
Solicitud internacional PCT/EP2002001816
Fecha iniclo fase nacional 091072003
Trémite on
Evento 37
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el e articulo 38 de ia Decisién 486 de la
Comisidn de la Comunidad Anding, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT),

regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, sa le comunica
que:

0 La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la paiente del
inventor al solicitante 0 @ su causante. (Art. 26-k) Decisién 486).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 488, se le requiere para que dentro del
témino de dos meses sigulentes a la fecha de notificacién del presents oficio, complete l0s requisitos
anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento al prosente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacion.

Notifiquese el presante oficio conforme a lo dispuesio en el numeral 52, iteral @), del capftuio quinto del
tfulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX DE VERGEL
Jefe de la Diyifidn de Nuevas Creaciones.

El antarior requerimiento fus notifiado por fjacién en lista de fecha,




