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PATENTES, MARCAS Y LICENCIAS FARMACEUNICAS

FOR PATENTS, TRADE MARKS AND PHARMACEUTICAL LICENSES

The underuigned

De. Markus Jacobi

Or. Hans-Jargen Fischer
acling on Yekalf of gl reprassnting

Aventis Pharma
Devtachlend GmbH

Germany

Dershy appotntse
G. Hollmann “ustrepa

domjofiit [n Baperd, Mepublin of Cotrmmbis.
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CONBULAR CERTIFICATION
COMPANIRS .

The undarigned Comsul oxrtifies; lbat Cw  precatng
sigusturs(s} rewiing

Dr. Markus Jacobi

Dr. Hans-JlUrgen Fischer

Is {ars) autbenUp; that the signes(s) at pressul fila
1N3) she potltion of

Prokurist

Authorized Signatary

o Aventis Pharma Deutschland Gmbﬂé

that ha (they) s (aee] empowersd to pant this power:
and thai mid csnpany minly and ¥ ongankant B
D-65926 Frankfurt am Main

Fed. Rep. of Germany

n ocoorSancos with tha laws af

Fed. Rep. of Germany

All the foreguing fatis are Inown 10 the Conmi duie to
iis hnving emmined the respective documsents ta whiah
he, tha Consul, attesw,

Signed tn
Frankfurt am Main

On Wi day of

CERTIFICACION CONSULAR
BOUIEDATYRS

K Infrasmite Clusul certificn: gue IR THovarsl

| anieceda(n) 7 dowin)

| emivon) autintioais)] qua elon} aignatariofs) deom

fain) actuslments «{loa} carpols) de

‘ que tiena{n) fAnultad par otavgar esip pidar; 7 QU o

eanpafils naxiwiy ¥ mtd orgunicads oy
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I Tudcs loa hochos antorkwes Ja conafan, por bader am
Bade 108 GOUDMICGA TaSpestives 3 de todo silo da fn,
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/ It is officially c rtified .Dia umsichenden heuta v £
hersby that : mir anerkannten Unt rschrif-
ten der

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

2. Dr. Hans-Jorgen Riascher, D-68297 Darmstadt

- perscnally known <O me -

have signed this document. - persdOnlich bekannt -
wercden hiermit begiaubigt.

At the sane tima it is

confirmad, that the person Gleichzeitig wird bestidcigt,

mentioned sub 1. .according daB die zu l. genannte
o the Ccmmercial Regilstex Person Jlaut Eintragung im

ch has been inspected Handelsregistar, dos vom
bySthe Notery Public today Nator heute eingaesehen
as urist is entitled ° wurda, ala Prokurist mit
to j&ﬁagly with an other einem anderen Zeichnungsbe-
authori™ person sign for rechtigten zeichnungs- und
and repre in legally vertratungsberechtigt ist
"o birding mumﬂ.:?;ha fur dia
[
Aventis Pharma Déﬁigshland.cmbﬂ. N-65926 Frankfurt am Maln
L S 9
and the person mentionSeg, und der zu 2. Genannte
sub 2. ls authorized sccth= aufgrund der vorliegenden
ding to the Authorization i Handlungsvollmacht vom
of Ame 2, 1997 to act asg ~ R And 1%/ hardlungsbevellmsch-
proxy and to raprasent 1:"{' und zug.eich mit eiren
said company in legally angean Zelchnungsherechtig-
binding manner togethars ten detSa Ficma. . zur Ver-
with an other authorized tratung B®Ihger Firma berech-
person of this ccmpany. tigt ist. ‘:;\.
Frankfurt em Main, den 11, Februar 2000 5;’ T-.
1 ] \ ‘ -
] ZOtary Pyplic f
— Neg to™ \

Kostenbexrechnu
Geschaftswert: M 10.000, -- .

Geblihr §5 141,32, 45 KostO DM 20,--

i

Gabfthr § 150 I KostO DM 20,-~--
) 15% Mehrwertsteuer o
: DM 48,40
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LA SUSCRITA VICE-CONSUL DE COLOMBIA
EN FRANKFURT AM MAIN
CERTIFICA

Que el sefior Schiitz ejercia las funciones de Representante del
Presidente del Tribunal Regional en Frankfurt am Main en la fecha
indicada y su firma corresponde a la regisirada en esta Oficina

Consular.

Que la empresa Aventis Pharma Deutschland GmbH con sede en
Frankfurt am Main, es una sociedad constituida de acuerdo con las
leyes de la Replblica Federal de Alemania y cumple su objeto
conforme a las mismas.

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

Frankfurt am Main, Marzo 10, 2000

oPodriqizzO
MARCELA RODRIGUEZ
VICE-CONSUL DE COLOMBIA

bmpussto de Timive. uss 700
Fondo Rotaonio: uSs 100.00
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Fraduscldn eflclal del- alemin de la sutenticacidn y legaliza-
ciétn de timnas del poder quae AVENTIS PHARMA DEUTSCHLANT SMBH
domiciliada en Frankfurt am Haln, Repiblica Paderal de Alema-

nia, otorgu a fvatavo Hollamsnsn Restrapo.

Registro Notarial No. 10 para el aflc 2000

9a autentican ofirialmente las firmaza que apsyecan anterior-
mante, reconpoldas en nresencls mia como pioplas por:

1. Dr. Marku3 Jakeobl, D-60385 Fraokfurt am Main,

2. Dr. dana-d0rgen Fiacher, [-64297 Daxrmalkade.

a guienas ya, el suscrilos Hotario, coioCo perzonalmanta.

Al misng tiempo ze confirma que, de conformidad con &) corres-
pondiente Registre Comercial revisade el dia de hoy por el Ko-
taric, la pexsona schalada en 1. e3td sutsrizada en sa cali-
dad de Apodersdo para repreasntar conjuntamente con ctro Mpe-

derads a 12 compaiia Awentis Pharma Deutschland GmbH domlci-

‘liada en D=65028 Frankfuri an Main,

auteorizads para rcepresentar comjuvabamente con oL

la menclonada ccapahia

Frankfurt am Main, :1 de Febrero del 20C0

DR. KRNS CHRISTOPH BEIL, NOTARIQ EN FRANKEURT AM MATH

|#imma ¥y Sellc Oficial)

el e i e icontinia =1 la 2°® piglpa)=----——-—--———-- —-————



2
Mota de gavtcs: . ot
Yalor del pegocic = DM 10,000, —
Impuesto Articulas 141, 32, 45 Disp. Impuestox M 20, —-
Imoueato Articulsd 150 I Disposicion Impuasias D 20, ==
16% Impugzto soore sl Valor Agreaado oM &, 40

Totaz DM 48,40

DR, HANZ CHRISTOPHd BEIL, NOTARIO (fixma)

e Ccoalfirme medianta asta Jdocmmanks la acienticidad de
la fixma quae aparese aateriormente, la cual permenece al
Notario Dr. Eans Christoph Beil en Frankfury am Maln, vy

también’ la avteoticidad del =ello oflcial cue sparece al

lady de dicha Fizma.

Al migme Limdpo e certifica que i1a peramia mencionzda
. 58 ancootraiba legalmente aurorlzada para la eleanciim de

eae acio pflolal.
Frankfnxt am ¥Main, 17.%2.20300

Jchiitz, Representante del Preaidente Trlounsl Regional

{Firms v Sei:lo Dflclal;

Fl documents traducido del alemdén fae lagalizado
bajo el HNo. 137357 el dia 21 de Mares el 2000 en

la Qficina Jda Legalizaciones del Mlalsterio de Se-

iy

ADOUF WATZKE
Teaduetar Ofelal
Rea. 3435 Minjustsain

lacionas Extaricraes. §
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Description

Usa of thiclutin dicedde and lts dedvatives in the mamsiactura of a medicament, and &
procase for the preperation theneof,

The present Invantion telatas fo the use of thiolutin diaxide and its derdvatives in the
manufacture of & madicament for the freatment of CNS disorders, to a process for the
production thersof by fermentation of the mievoorganism Nocardfopsis species ST
100682, DSM 13834, and to the micro-organism Noeardiopaia spacies ST 100682,
DEM 13034, '

Thiclutin ls 8 known natural compound which ls avaiable caommerdally (Apin
Chamicals, UK, CMS Speciality Chemicals, UK; Ubichem pic, LKL Thiclutin dioxide is
also a known eampound, Cne known process for the preparation af thiolutin doxid e
by oxidation of thiglutin with m-chlorperbenzole acld (Yield 30 %) a3 described in
Schachlner et al,, J. Halarocyel, Chem., 1999, 161175, |

Thiolutin dicxide has previously been described 23 heving moedicinal propariies. WO
P8/12543 deserbeg the yse of thislutin dioxide as an antinspplastic agant and WO

' UB/32396 descridas he 58 oF thioluth diokide as an antibaciens| gnd antifungal = ~ 7

agant.

It hawe now surprisingly been found thet thlolutin dioxida is an effiective inhibikar of
neurclysin. Neurolysin belongs to the femily of Znc-containing melalloproteases. It
plays a Hkely rols in the physiclogical inaclivation of newotansin, an endogenous
antipgychetie agent. Thiokutin dioxkde inhibits the neurctensin nactivalion of neurolysin
an_d-ia tharefore useful In the treatment of neursdeganerative diseases such as
Parkineon's and Alzhaimer's. Thiohrtin dioxide Is alsa salactive in thet it doee nat block

other zinc-conkaining metalloprobeasas such 25 enkephalingse or angiotensin
converting enzvmes



WO a0 PCTHRPGR)LIIS

It has now aleo bean found that the microorgansim Nocardiopsls specles 5T 100692,
DEM 13834, I abds to form thiolutin dioxide in ralatively high yield,

-The present Invention accordingly Telates ta tha use of a compound of fomwla |

R2

whﬁri in
R1, R2 and R3 are hdepandenily selecited from: H, alkyl, and acyl, and physiologically

tolerated salts thereof, in the manufacturs of 2 medicament for the treatment af CNS
disarders.

Preference ka given to compounda of formula | in which R1 Is acyl. R2 is H andfor R3 is

alkyl: and tha physiclogically toleratad salts thereof.

The acyl radicals in the compounds of formula | may have 2 in 10 carbon atams,
preferably 2 1o 8 carban afoms and can be siraight-chain or branchad, saturated oc
unsaturated once or lwice, -

An acyl radlcal with 2 carban atoms means, for sxample, an acelyl radical.
Examples of saturated, unbranched acy radicals are an acellc acid residue, propienic
acid residue, budyric acid residue, valerle ackd regidus, caprolc acld residua, ananthic

acid resldue, caprylic acid residue, pelargonic acid residue and capric add.

Examples of unbranched acyl residues which are unsaturated once are an aciylic acid
residug and erotonic: acid realdee,

R -

T
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An example of an unbranched acyl radical which is unsaturated twice is a sorbic acid
residue. h

The alkyl radicals in the compounds of formula | may have from 1 to 6 carbon atoms
and can be straight-chain or branched. Further, the alkyl radicals include saturated as
weall as unsaturated groups which latter groups contain one ar iwo double bonds.
Examples of alkyl radicals containing from 1 to 8 carbon atoms are methy, sthyl,
propyl, butyl, pentyl and hexyl, the n-isomers of all these radicals, isopropyl, isobutyl,
1-methylbutyl, isopentyl, neopentyl, 2,2-dimethylbutyl, 2-methylpentyl, 3-methylpentyl
and ischexyl.

Unsaturated alkyl radicals are, for example, alkenyl residues such as vinyl, 1-propenyl,
2-propenyl (=allyl), 2-butenyl, 3-butenyl, 2-methyl-2-butenyl, 3-methyl-2-butenyl,5-
hexenyl or 1,3-pentadienyl.

In one embodiment, the inventicn relates to the use of a compound of formula Ii

or a physiologically tolerated salt thereofl in the manufacture of a medicament for the

treatment of CNS disorders.

The compounds of formula | are useful in treating disorders caused by above normal
levels of circulating neurolysin. CNS disorders which may be treated with tha
compounds of formula | include psychotic disorders such as schizophrenia end
neurodegenerative disorders such as Alzheimer's and Parkinson's disease.

1%
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The compounds of formula ] are obtainablé by fermentation of the microorganism
Nocardiopsis spacies ST 100692, DSM 13834, or one of its variants or mutants under
suitable conditions, isolation of at least one compound, and conversion of the latter
where appropriale into a physiologically tolerated salt, a derivative or a physiologlcally
tolerated salt of the derivative.

The Invention accordingly relates to a process for the production of a compound of

formula |, which comprises cultivating the microorganism Nocardiopsis species ST

100692, DSM 13834, or mutants or variants thereof in an aqueous nutrient medium,
isctating and purifying at least one target compound and aptionally converting into a
physiologically 1olerated salt, a derivative or a physiologically tolerated salt of the

derivative. @

In addition 1o producing thiolutin dioxide, Nocardiopsis species ST 100892, DS\
13834, also produces thiolutin under the conditions of fermentation described. The
thiolutin obtained may be Isolated and converted into thiolutin dioxide by methods
known to the skilled man.

An altemative process for the production of a compound of formula | according to the

present invention accordingly comprises cultivating the microorganism Nocardiopsis A
species 8T 100892, DSM 13834, or mutants or variants thereof, in an aqueous nutrient
medium, isolating and purifying thiolutin, converting thiolutin into at least one target
compound and optionally further converting into a physiologically tolerated salt, a

derivative or a physiclogically tolerated salt of the derivative.

The microorganism Nocardiopsis species ST 100692 was deposited on 13 November
2000 under the conditions of the Budapest treaty at the Deutsche Sammiung von
Mikroorganismen und Zsllkulturen, Mascheroder weg 1b, D-38124 Braunschweig
under the number DSM 13834.
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A taxonomic examination of the microorganism Nocardiopsis species ST 100692, DSM
13834, by analysis of fatty aclds using gas chromatography showed the characteristic
acids to be: 14:0 Iso, 150 anteiso, 15:0 isg, 16:0, 16:0 iso, 17:0, 17:0 iso, 17:0 anteiso
and 18:0. The colony colour is chrome yellow forming white aerial mycalium especially
on ISP 2 {yeast-malt) and ISP 3 {catmeal) medium.

In place of the strain DSM 13834 it is also possible to employ its mutants and variants
s0 long as they synthesise the compounds according {o the invention. Such mutants
can be generated in a manner known per se by physical means, for example
irradiation, such as, for example, athyl methanesutionate {EMS); 2-hydroxy-4-
maethoxybenzophenone (MOB) or N-methyl-N'-nitro-N-nitroguanidine (MNNG).

Screening for mutants and variants which produce the compounds according to the
invention can take place by determining the biological activity of the active substances
which have accumulated in the culture broth, for example by testing the neurolysin
inhibition eflact by the method described below.

Suitable and preferred as source of carbon for the aerobic fermentation are assimilable
carbohydrales and sugar alcohols such as glucose, lactose or D-mannitol, and

. carhohyrirate-cantaining natural products such as, for axampla, mall axtract. Suilabla

nitrogen-containing nutrients are: amino acids, peptides and proteins, and their
degradation products such as peptones or tryptones, also meat extracts, ground
seads, for example of com, wheat, soybean or the cotton plant, distillation residues
from the production of alcohol, meat meals or yeast extracts, but also ammonium salts
and nilrates. Inorganic saits which the nutrient solution my contain are, for example,
chlorides, carbonates, sulphates or phosphates of the alkali metals or alkaline earth
metals, iron, zinc, cobalt and manganese.

The formation of thiolutin dioxide is achieved particularly well for example in a nutrient
medium which contains about 0.5 to 5% glucose, preferably 1102 %, 0.5t0 5 %
soybean meal, preferably 1 to 2 %, 0.1 to 1.5 % corn steep (fluid), preferably 0.3 % to
0.8 %, 0.05 to 1.0 % calcium carbonate, preferably 0.1 to 0.5 % and 0.05t0 1%

1>
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sodium chioride, preferably 0.3 % to 0.8 %, in each case based on the weight of the
complete nutrient solution. '

The cultivation takes place asrobically, that Is to say, for example, submerged vith

shaking or stirring in shaken flasks or fermenters, where appropriate with introduction

of air or oxygen. The fermentation can be canied out, for example, in wide-nscked

bottles or round-botiomed flasks of various volumes, in glass fermenters or stainless

steel tanks. It can be caried out in temperature range of about 20 to 35°C preferably

at about 25 to 30°C. The pH should be between 4 and 10, advantageously betwsen 6

and 8. The microorganism is cultivated under these conditions in general for a period i

. of from 20 to 200 hours, preferably 24 to 150 hours.

Cultivation is advantageously carried out in saveral stabas. l.e. one or mora
precultures are Initially produced in a liquid nutrient medium and are then transferred
into the actual production medium, the main culture, for example in the ratio 1:10 by
volume. The preculture is obtained, for example, by transfening a sporulated mycelium
into the nutrient solution and allowing it to grow for about 20 to 120 hours, preferably
24 to 90 hours. The spomlated mycelium can be obtained, for example, by allowing the
strain to grow for about 1 to 40 days, preferably 5 to 12 days, on a solid or fiquid
nutrient medium, for example yeast-malt agar or potato-dextrose agar.

ﬁ:‘
e

_ The progress of the fermentation and the formation of the compounds according 1o the 0

invention can be followed according to methods known to the skilled worker, such as,
for example, by testing the biological activity in bioassays or by chromatographic
methods such as thindayer chromatography (TLC) or high performance liquid
chromatography (HPLC).

The compounds of the formula | may occur both in the mycelium and in the culture
filtrate, but the main amount is usually to be found in the biomass (mycelium). It is
therefore expedient to separate the latter from the former by filtration or centrifugation,
The filtrate is extracted with a water<mmiscible solvent such as 1-butanal, ethyl
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acetale, chloroferm or the llke. Tha mycalium is expedientty axtracted with methanol or
acedane, but it is mlso possibia to use ihe ebove mentionad water-mmiscible savents.

The extractions can be camled out in a wide pH range, but it e expadient to operate In
A neutral medium, preferably batween pH 4 and pH 8. The organic axdracts can, for
exampile, be concentraied in vacuum and drlad.

One purification method is ¢hromatography on adsomption resing such &3 on Dision®
HP-20 {Mitsubish] Casal., Tokyo), on Ambetita ® XAD7 (Rohm and Haas, USA), and
on Ambeschron¥® CG, (Toso Haes, Philadelphia, USA} Also suitable are numercus
reverse phase supports, for @xample RP18, as have bacome genarally known, for
example, within the framewark of high prassure liquid chromakagraphy (HPLG).

The compounds of the formula | can be solated and purified in analogy to the methods
described shave or by other methods known lu.tl'ua skilled man.

Derivatives of thidlulin dioxide are also coverad by formula | above. Thesa dedvatives
have the same effect or are convertéd under mild conditians into compounds having
the same effect as thiolutin dicotide. The detvatives may be preparad by processes
well knovn to the skilled man. Exemples of preparative processes of soma of the
thiohstin diaxide derivakives civerad by formula | are glen baltw:

1) The (exocyclic) acetyl group of thiolulin digxide can be cleaved with acid or base as
described In the Meraturs, e.d. i 'Profactive Groups In Organic Synthesis’, 3rd
Edition, T. Greene & P. Wuts, John Wiley & Bans, 1989, pp 553-335,

2) The frae amina group of thicliin dioxide can be alkdated, far exampls, via reductive
alkylation = described in ‘Advancad Orgamic Chemistry', 4th Edition, J, March, Joha
Wiley & Sone, 1982, pp 838-800.

3) Tha aminc grouwp of thiolutn dioxide can be acylated, e.g. with acid chlorides or
anhycrdea by standard proceduree wall known to one sillled in the art,
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Further derivatives of compounds of formula | incksde those compounda which result
by a reduction of at laast one double bond of & eompound of formula |, such as
{hiolutin dioxide, by methods givan in the litenaturs, for exsmple, in P. N. Ryander,
‘Hydrogenalian Methods', Academic Prass, New York (18858}, Chet. 2 ot by
dehydrohalogenation by mathads described in H. O. Flouss in ‘Modem Synthetic
Raactions’, W.A. Benlymin, Inc., New York {1872}, pp 446-452.

The campiounds according io the presant invantion may be corwerted into
pharmaceutically accaptable salte. The malts can be prepared by standard procedures
known to ona akiflad In the art %

Pitysiologically tolerated satts of the compounds of the formula | mean both the organic @
and the-inorganic salts thereaf as described In Remington's Fhmaueuﬁnal Sciences

{17th edition, page 1418 {1985)). Saits lke sodium and potassium salls, for axampls,

may be prepared by trealing the compeounds according to the invantioh with sultable

aadium or poiassium beses.

A further aspect of the prasent invention is the use of 8 pradrug of a compound of

formuta |. Such & prodneg can be metabolised in vive to & compound of formula |, such

as thiclutin dicxide. These prodrugs may themeshves ba active or not.

The compaunds of the formula | may exiat In various polvmorphous forms, far example

B8 amorphous and cryatallina palymorphous foms. All palymombous fummns of the @
compounds of the formula | fall within tha scope of the invention and are & further

aspeck of the Invention.

The compawids according to the present Invention and their pharmaceutically

acceptable salts and derlvatives can be administersd (o animals, praferably to -
mammals, and in patticular to humens a8 phammaceuticals an tielr own or in mbxturea

with ona another. '
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Buitabie pharmaceutical compositians aceardingly comprise &n effective amount of
one or more of the compeunds of the fonmula | or I, or phammaceutically accepiable
ealts theracf, togethar with a pharmaceutically aceaptable carrier.

The compounds according fo the invantion can be administersd orally, intramusc lady.
iniravernously or by other modes of administration. Piarmaceutical compositiona which
contain thess r.-.nrnpnurﬂ or a pharmaceulically accaptable satt or derivative thereod,

. optionally with olhar pharmacautically active substances, can be prepared by mixing

the acliva compounds with one or more pharmacslogically olerated auxifacas and/or
excipients. The mixtura can then be convertad inta a sultable pharmaceutical form
guch as tablaets, coated tablets, capsules, granules, powders, emuleione, svepensions
ar solutions.

Examples of zudliatias andfor excipients which may be memtloned ara fillers,
emysifiers, jubricants, masking Aavours, colorands and buffer substances tragacanth,
lactose, talc, egar-agar, polyglyeols, elhanal and wabwr, Suitable and preferred for
parenteral sdministration are suspenalons ar galulions in watar. It |5 also possible to
administer the active substancas as such, without vehicles or diluents, in a sultabla
form, for example, in capaules.

A method for tha produciion of a siit4bile pharmaceutical comprises convirtidg at least
ane of the compounds aceording to the present invention with a pharmacauticatly ™
sultable and physlaloglcally toleratad carriar end, where apprapriate, further suitable
active substances, adikives or exciplents into a suitable doasge form.

Aa Is customary, the galenie famulation and the methad of administration as well 25
the dasage range which are sullable in 8 specific case dapend on the species i ba
treated and on the stale of the respactive condition or disease, -Bnd can ba optimbsed
using methads known in the art. Uting eolid dosage forma, 8.9, tablats or capsules, up -
to 500 mg, praferably 0.1 to 250 mg can be sdministered per day. Far parentaral
apphcation up to 300 mg, preferably 0.5 te 150 myg, par day can be glven.

13
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The following are lllustrative examples of the present invention but not imitative of the
scope thareof:

Exasmple 1: Production of a spore suspension of the producer atrain Nocardiopsis
speacies DS 13334

100 m1 of nuirient aolutten (4 gA yeast extract, 15 gfl soluble sterch, 1-g/l K2HPOM, 0.5
o/l MgEOd » 7 H20 in 1000 ml water, pH bafore siefization 7.0) in 8 300 ml sierile
Ernenmeyar flask were innocutated with the straln Nocardiopsis species DSM 135634
and incubaled at 28*C and 180 rpm an a rotary shaker for 8 days. Subsequently, 1.5
mi of this culture was died with 1.5 m! 89 % glycarin and siared at =20 *C,

Example 2 Production of a audture or of 8 pre-cutture of ihe producer sfain in an
Erlenmeyer flask

A starle Erlénn:lerer flask comtaining 100 mi of the following nutrent solution; 15 gA
soya flour, 15 gl glucose, 5 gl com skeap fluid, B g1 NaCl and 2 glCaCo3, was
winoculsied with a culture which had grown in a slant tuba (same nutrient salution but
with 2 % a'gar] arwith 1 mt of a glycerin culture (see Exarmple 1) and incubated on a
shaker at 180 rpm and 25 °C. The maximum producton of thickmtin dioxide was

"reached after sbout 96 hours. A 72- hour old submerged culture (produced according

to the process described for the shake culture but with the following madium: 15 g/l
ghucos®, 16 o/l sova flour, 8 g1 com staep, 2 gl Cato3 and 5 g NaCl, pH-7.5) was
sufficient for inaculating 10 and 100 | fermenters. with an inaculum of about 5 %.

Example 3: Production of thiolutin dicxide

A 200 | larmenter was oparated under the following conditiors:

Nuttertmedum:  Soyaflour 154
Glucose 16 gA
Com steap B5gA

i

E-_.': 1

e
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NaCl G gl
CaCod 2 gl
_ pH 7.2 (before slerilization}
Incubation time: &0 — 80 hours
Incubation tamperatura: 28 *C
Slimer spead: 80 rpm
Aaration: 160 Ymin

Foaming was suppressed by a repeated eddition of a few drope of 1 Io 2 ml of

ethanolic palyel solution. The production maximum was reached aller §8 hours,

Exarmple 4: Isolation of thialutin dioxide

3 | of the culture ackstion obtainad In Exampie 3 wens yophifised and the lyophilisate
was subsacquently extracted with mathanol {2-3 1. The methanol extract waa raduced
in vacuum and diluled with water containing a mathanol content of 18 %. The diluted
axtract was Ioaded onto a column with a capacity of 1 | packed with adsarption resin
CHP-20P. Elution wasa with a schwent gradient from water to acetonitrile. Cahsmn
through flow (30 mbmin} was camied out in fracliors of 30 ml and the desired
compaund-containing fractions were gallected, concentrated in vacuo and wophlised
tn give apprsximataly 30 mg of yellow-brown powder, The resltant powder was
laaded onta & column packed with LUNA & 10 uC18(2) (width x height = 21 mm x 250
mm) and eluted with a gradienl of from 10 to 60 % acetonlidle in 0.1 % amrmanium
aceiate water, The flow rate of Lhe alflon madium was 25 mifmin and outfaw from the
calumn was collected In fraciions of 25 ml. Thlolutin dioxide was found m fractions 16
and 16. Lyophlllsation of the named fracions gave 1.8 mg > 95 % pure thiolutin
dinxida.

The physicochemical amxl spectroscopic propertles of thiclutin dicdde can be
summarised &3 follows:

Molagular formula: CAHANZ04S2
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Molacular weight: 260.3 _ _
UVdexima: 230, 302, 388 0m . ‘

" {H-and 13-C NMR: ses Table 1

Table 1;
1H- and 13-CNMR: Chemical shifts of thinlutin dinedde in DMSO at 300K

1H 13C

240 23 51

170.48

~10.65

- 123.01

164.27

2190 27.09
- 145.48

114.05

D) Sa | ~afcm | cnlde (£ b =

7.56 -108.58

Example & Thiolutin dicxide as neundlysin inhibitor.

An assay waa performed on a CyBio pipetting system in a 384 wall plate formnat in a
final assay valume of 16 pl,

In brief, 4 pl of appmprllﬂhaly diluted microbial exlracls {dilution in 50 mM Tris buffer,
pH 7.8) wera distributed Lo the test plates {Greinar, white 384-small voiume well
plates). Thereafter, 4 pl of neurolysin (pee-diluted 1:5, 360 ng of protein} were pdded to
each well. After a 10 mimutes pre-incubation of the samples and the enzyme at room
leimperature the raastion was initiated by the addition of 8 pl of substrate [Moc-Pro-
Leu-Gly-D-Lys (Dnp)}-0H, CALBIQCHEM) In Tris buffer. The final tast concantration of
the substrate was 4 uhl. -

Afeer pipeliing, the plates wera Inmediately placad in a fluorometer (SpactraFuorpiis, )
SLT) and the Inllal ameunt of Avcescence was read {(Asx: 360 nm / Aam 405 nm}- The
reaction was then allowed ko praceed at 30°C for 30 min and 2 final Ticrescanes

reading was taken.
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The data are first blank comected. Then, after subtmacting the valiees at the tima point

zero from the respective values after 30 min, Samgpla inhibition ectivRy was a'npreaa:l
as

100 — (Mot Inteneily compound § Net Intensty cantral) x 100 {%)

Each tost plate contained a reasonable ﬁumhar cf positive controls and blanks (sffer
in&gtaad of enzyma).

The G50 of thiokiin dioxkds was found to ba 0.5 pM

/¥
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Claims

1. Theuseof a compound of folmula |

; .
I
0 — O
1
R3
whemsin

R1, R2 and R3 ars independantly selacted Irovn: H, alkyl, and acy, and tha
physiclogically lolerated salts and derivatives theneof, in tha manufacture of a
medicement for tha treatment of CNS dlsorders.

2. The use of a compound of the formula | as claimed in claim 1 wherain R1 is acyl, R2
lasHand R El'ltty‘l.

3. The use according to ciakm 1 in which the compoaund s thinlutin dioxide of formula
[
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4. A progcess for the producion of a cempound of fanmuta |, comprising cultiveting

Ihe microorganlem Nocardiapsis species 3T 1006582, DSM 13834, ar mulants or

varlants thereof under aerobic conditions in a nutent medium contalning sources af

carbon and nitragen until at least one compound of farmula | is present in Lha nutrient
5 medium, and istdating and puriying the compound.

% A process for the production of a empound of formuia |, comprising cultivating

the microorganism Nocardiopsis spacias ST 100862, DSM 13834, or mutants o

variants thereof under asrobit: conditions in & nutrient medium conaining sources of _

carbon and nitrogen und thiolutin s present in the nuirient medium, sokating tha (.
w  thiskitin, and converting inta at lzast one compaund of formua | @

B. A pracess acoording 0 claim 4 or claim 5, further comprising comverting said
compound of kermula | info a physiclogically toleraied sql, derlvative or physlolagically
toleratad salt of the derivalive

7. NocanSppsis species ST 100682 (DSM 13834)

. :"Ih- [
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manufactura de un medicEpento, y un procedimiants para su pre-
paracidn. Lz presenlte invenciém se refiere al usc de didxide
de tiolwtln y =ue derivados en la mapnnfacturs de un medicinan-
to pata el tratamiente de enfemmedades del sistema nervioao
central, a un procedimiento para su produceidn mediante fer-
mentacidén dal microorganismo Nocardiopsla speclse ST 100692,

LSM 13834, y al microorganisme Mocardlopsis specles 5!'100592,
DGH 13834.
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Descripcién

Uso de didxido de tiolutin y sus derivados para la manufactura

de un medicamento, y un procedimiento para su preparacidn.

La presente invencién se refiere al uso de diéxido de tiolutin
Yy sus derivados en la manufactura de un mecdicamento para el
tratamiento de enfermedades del sistema nerviose central, a un
procedimiento para su produccién mediante fermentacién del mi-
croorganismo Nocardiopsis species ST 100692, DSM 13834, y al
microorganismo Nocardicpsls species ST 100692, DSM 13834, ?

Tioclutin es un compuesto natural conocldo que estd disponiole
comerclalmante (Apin Chaemicals, GB; CMS Specialty Chemicals,
GB; Ubichen plc, GB). El diéxido de tiolutin también es un
compuesto conocido. Un procedimienLo conocido para la prepara-
cion de diéxido de ticlutin es mediante la oxidacién de tiolu-
tin con acido m-clerperbenzoico (rendimiento 308) tali como se
describe en Schachtner y colsberadores, J. Heterocycl. Chem.,
1999, 161-175.

E1 diéxido de ticlutin han sido descrito anfrergiormente como
poseador de propiedades mediclnales. WO 99/12543 describa el
nso de didxido de tielutin como un agente antineoplastico y WO
96/32396 describe @l uvs0 de didxido de tlolutin como agente
antibacterial y antifungal.

Sorprendentemente 8e ha descubiertc ahora que el didéxido de
tiolutin es un inhibidor eficaz de neurolisina. La neurolisina
pertenece a la famllla de las metaloproteasas que contlenen
zinc. £lla desempefia probablemente un papel en la inactivacién
fisiolégica de la neurotensina, un ageante antipiscético endd-
geno. El dioxido de tiolutin inhibe la inactivacién de neuro-
tensina de la neurolisina y es por consiguiente 0tl) en el
tratamiento de enfermndédes neurodegenerativas tales como Par-
kinson y Alzheimer. El didéxido dé tiolutin es también selecti-

9 ¥
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- fisloldgicamente toleradas.

9.3

vVo.an cuanto no bloguea otras metaloproteasas contenedoras g
zinc tales como las erzimas transformscoras da enkefalinasa ¢
anglctenslina.

Se ha descubiarto aiora también que el microorganismo Nocar-
diopsis species ST 100692, DSM 13834, ss capaz de fcowar di-

éxido da tiolutin con un rendimiento relativamente elavado.

La presente invencitn se gefiers pox censiguiente al use de ur

conpuasto de la fé6rmula

T2
R1— 7
f -
—¢ M=o
o-f“xT : ' | N
I .

en la cwal Rl, R2 y R3 se seleccionan irdependientemente en-
tre: H, alquilo y aclle,

Y 153 sales de &1 fisiolégicamente toleradas en la masufactura
de un medicamento para el tratamiento de enfermedadaes del sis-

tema nervioso cencral.

Se da preferencia a los compuestos de 1la fé6rmula I en 108 que
Rl es acilo, R2 es H y/0 R3 es alguilo:; y a las sales de &l

Los radicales acilo en 103 compuestos de la férmula I pueden
tener de 2 a 10 Atomos de carhono, praferiblemente de 2 a 6
dtomos de carbono, y pueden serde cadena lineal o ramificada,

saturados ¢ insaturados una o dos veces.

Un radical acilo con 2 &tomos de carbono significa, por ejem-

plo, un radical acetilo.

Elemplos de radicales acilo saturados no~ramificados son un
radical acido acético, un radical &cido propiénice, un radical

dcido dhutirico, un radical é4cido wvalérico, un zadical Aacido

L% i



a L

'TARET]

u .

3

caproico, un radital acido endintico, uwa radica. &c.do nmaprili-

¢o, un radical acido pelergdnico y acido caprico.

Ejemplogs de radicales a¢ilo no-ramificade que sestan irsakura-
dos nna vez son un radical &cido acrilice y v+ ragdical icido

crctdnico.

Un ejemplo de un radical acilo no-ramificado que estd insatu-

rado dos vezes @8 un radical 4cido sorbico.

Los radicales alquilo en los conpuestos de la férmula I pueden
tener de 1 a 6 datomos da carbono y puedan ser Za cadena liineal
0 ramificada. Ademds, los radicales alouilo incluyen grupos
tanto saturados como insaturados, contenierncs estos Cltimos
uno © dos enlaces dotles. Ejemplos de radiczles algeilc que
contienen de i a § dcomos de caslhono son metila, etilo, propi-
lo, hutilo, pentilo y hexilo, los n-isémcros de todos astos
radicales, isoprcpilo, isocbutilo, 1-metilbutilo, Iscpentilo,
neopentilo, 2,2-dimetibucilo, 2-metilpentilo, “-metilpent.lo e

isochexilo.

Ragdicales algquilo insturados son, por eiemple, radicales al-
quenllc tales como vinilo, l-propenilo, 2-provenilo (= alilo),
Z2-butenllo, 3-buternilo, 2-metilo=2-butenila, 3-metilo-2-

butenilo, S5-hexenilo ¢ l,3-pentadienilo.

En una realizacién ld invencién se refiere al uzc de un com-

" puesto de la formula II

il H 0
S
O

'IH’ 1

.0 a una sal de él fisioldgicamente tolerada para la manufactu-

ra de un medicamento para el tratamierto de erfermedades del

sistema nervioso central.

2+




Los compuastos de 1la férmula I son tiles para el tratamiento
de enfermadades causadas por niveles de clrculacldn ds neuro-
rizipa mis altos da lo normal. lus enfermadades del sistema
necvioso central qgue puedsn fser tratadas ¢oa los compuestos da
la fdrmuls I iocluyen enfermedade=s pzicdticas tales como es—
quizsfrenia y enferm2dades neurndeqgenerativas taies Ccome

Alzheimer ¥ 1a enfermedasd de Parkinson.

Lox compuestes de la férmule I son chtenioles mediante fermen-
taclién del microorganlemne Nozardiopsis specle= ST 100692, DEM
13834, o de una de suf wvariantes o mutantes bajo condiciones
spropladas, alglamiento de por 1¢ mMenos un compuesks, eaeven—
tralmente transformacidén de aste en una sal fisloldgicamente
tulerada, en un derivads o &nr un:é =2al de este derivads fislo—

léglearenta tolerada.

La invenclon por conalguiente sa rcafiers a un procedimients
para la produccidn de un compuasto de la farmwla I, el cual
compranda celtivar el micreorganismo Nocardispgais species ST
100692, DEM 13934, o mutantes ¢ variantes de &1 en un medlo
nutrisnte acuoso, alwlar y purificar 21 mencs vf compueste de-
seudo y opclonalments convertirlo en ung sal fi=zioldcicamente
btolerada, @n un derivado o en una 3al dg esta Jerivedo Fisio-

l&dgicamente toleraca.

Ademfa da prodecir didmido de tiolatin, e} micreorgani=mo Mo—
cardicpsis species ST 100692, DSl 13834, tamblén prodace tio~
lntin bdjo las condiciones: de farmentzcién descritas. El Tio-
lutln obtenido pueda ser aislade y convertide en didxldo de

tlolutin mediante mébkodos conccldes por los especlalistas.

Un procedimiento aiternative para la produccién de un compues-
to de la fémmula I e scuerdo cecn la pressnte ipvencidn com—
prende, por conalguleante, cultivar el microorganiamo Nocar-
dicpsls speciea ST 100692, DSM 13634, o mutanies o variantes
de &1 en un medio nukrienta acuaeo, aislar y puriflcar el tlo-

lutin, comvertir el tiolutin en al nenos un compueste dezeado

24



y opcionalmente convertirl en una sal de este compuest fi-
slolfgicamente tolerada, en un derivado o en una sal de este

decivado fisioldglcamente telerada.

El microorganismo Nocardiopsis spaecles ST 100692 fue deposita-
do el 13 de Noviembre del 2000 bajo las condiciones del Trata-
do de Budapest 0 en la Deutsche Sammlung von Mikrocrganiamen
und Zellkulturen, Marscheroder Weg 1b, D-38124 Brauwnschweigq,
Alemania, bajo €l nimero DSM 13834.

Un examen taxontmico del microcrganismo Nocardiopsis specles
ST 100692, DSM 13834, mediante andlisis de acidos grasos usar-
do cromatografia de gas mostrd que los dcldos caracteristicos
son: 14:0 iso, 15:0 anteiso, 15:0 iso, 16:0, 16:0 iso, 17:0,
17:0 iso, 17:0 anteiso y i8:0. El color de la colonia es ama-
rillo cromo formando un micelic aéreo blanco especialmente en
los medios ISP-2 {lavadura-malta) e ISPI (harina de avena).

En vez de la cepa DSM 13834 también es posible explear sSus mu-
tantes y variantes en tanto ellos sinteticen los compuestos de
acuerdo con la invencién. Tales mutantes pueden ser genecados
de una manera de por si conocida por medios fisices, por ejem-
plo irradiacidn, tal como por ejemplo etil metanosulfonato
(EMS): 2-hldroxi-4-metoxibenzofenona (MOB) o0 N-metil-N'-ritro-
N-nitroguanidina {MNNG).

El examen de los mutantes y varlantes gue producen 103 com-
puestos de acuerdo con la invencién puede efectuarse determi-
nando la actividad bloléglca de las substancias activas que se
han acumulado en el caldo de cultivo, por ejemplo sometie

aprucba el efecto de inhibicién de neurolisina mediante ‘el ‘mé-
t do descrito abajo. ?

Fuentes de carbomo apropladas y preferidas para la fermenta-
clén sen los carbohidratos asimilables y los alcoholes de azid-

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

#LZ

productos naturales contencdores de carbohidrat s tales como,



por ejemplo, el extracto de malta. Nutrieantes apropiados con-
tenedores de nitrégeno son: los amino acidos, los péptidos y
las proteinas y sus productos de degradacién tales como casi-
na, peptonas ¢ triptonas, también los extractos de carne, los
extractos de levadura, las semillas trituradas comc por ejem-
pic de malz, trigo, frijol, soya o la planta de algoddén, los
residuos de destilacisn de la produccién de alcohol, las hari-
nas de carne o los extractos de levadura, perc también las sa-
les y log nitratos de amonio, pero especialmente tamolén los
péptidos obtenidos sintética ¢ bilosintéticamente. Sales orga-
nicas que la solucién nutriente puede contener son, por sjem-
plo, cloruros, carbonatos, sulfatos ¢ fosfatos de metales al-

calinos ¢ alcalinc térreos, hierro, zinc, cobalto y manganeso.

La formacidn de didxido de tioluzin se logra particularmente
bien por ejemplo en un medio nutriente que contiene aproxima-
damente de 0,5 a 5% de glucosa, preferiblemente dc 1 a 2%, de
0,5 a 5% de harina de soya, preferiblemente dc 1 a 2%, de 0,1
a 1,5% de infusidn de malz (liquida), preferiblemente de 0,3 a
0,6%, de 0,05 a 1,0% de carbonato de calcio, preferiblemente
de 0,1 a 0,5%, y de 0,05 a 1% de cloruro de sodio, preferible-
mente de 0,3 a 0,8%, porcentajes basados en cada caso en el
peso de la solucién nutriente completa.

El cultivo se efectida aerébicamente. es decir per ejemplo su-

mergidc con Qﬁ}tacibn en matraces agitadores oiﬁg:mentadores,
-— 1

eventualmente con 1ntroducc;6n de aire u oxigeno, 0 en un me-

dio sélido. La rermentacibn puede ;1evarse a cabo por ejempl
en botellas de cuello ancho o en matraces de fondo redondo de
distintos voldmenes, en fermentadores de vidric o en tanques

de acero inoxidable. EL cultivo puede Lener lugar en un ambito

r 2.
de temperatura entre aproximadamente’fb Y 35°C, preferiblemen-
te entre aproximadamentetéé_y ;ETE; El pH debe estar entre 4 y

10, ventajosamente entce 6 y 6. Generalmente el microocrganisme

ge cultiva bajo estas condiclones durante un periodo de 20 a

_-—"'— - - . -,

200 horas, preferiblemente da(\il a 150 horas xp‘-ﬁ

Y o
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El cultivp 88 lleva a czbo ventajosamante en una pluralidad de
niveles, w3 decir primeransnte e rreducen wno o varios oulti-
voE en un medic ilgquido y luege 28 transfleren zl <ultivo d

produceidén proplamente dicho, el ¢ultivo principsl, per ejem-
Ele Bn una proporcidn de wolgmen 1:10. El precultive se obtie-
ne, por ajamplo, tranmafiriencdks un micelio esporulads a una Bo=
lucién nutrlests y permitiéndsle gue 8& desarrolla durante
sprcximadamente 20 a 120 horas, prafaeriblemente de 24 2 M) ho-
ras. El micello aesporulado pumds'sar obtenido, poar ejemplo,
permiciende que la cepgs se desarrolle duranie apxoximadamenta

i
1l a 40 dias, praferihblementy 5 & 12 diasi en un medic nutrien-

te sdlido o liquida, por ejemplo sgar de malta-levadura ¢ Agas

de papa-dextross.

El avance de la fermgntacidén y 2a formacldo <a los compuestca
de acuerdo con la invancidn puede sur seguldc por métodoa co-
nocidoa por los especialiatas, por ejemplo sometiendo a preoeba
13 actividad bloldgica en bicensayos o mediante mdtodo= croma-—
tograficos Lales como oromatografia de capa delgada (TLC) o
cremabografia 1liguida de alte rendimiaoto (KPLC).

Los compuestos de la formla I pueden ocurrlr ta2nko an al mi-
callo como en el flltrado del cultive, pare la vaptidsd prin-
¢cipal normalmerte 3& aocuentrz2 en la biamasa {micelio). Por lo
tanto ea cooveniente hacer una separacidén mediznote £iltracidn
o centrifugacién. El filtrado =e extrags con ur sclvents gue
=ea ipmiscible coo aguwa, por gjempld l=botancl, atil acetsto,
cloroformo © gimllares. El micello se exztrae convenlentemweots
con metamdl o acetcna, perd Lamblén ez posikla usar 103 men-

cionadas salvente=s gque sean inmiscibles con agua.

La extracclén 36 puede llevar a cabo én up amplic amblpra de
rH, paro eg convenlente oparar &n ¢n medio neutro, preferibla=
mertq entee BH 4 vy pH 3. Loz extractos orginicns se pueden,

per gjemplo, corcentrar al vacio y secar.

93



Un método d purificaclén es la cromatografia en resinas de
adsorcién como por ejemplo en Diaion® HP=-20 (Mitsubishi Casel,
Toklo), en Amberlite® XAD7 (Rohm and Haas, EUA, y en Am-
berchrom® CG (Toso Haas, Filadelfia, EUA). También so apropia-
dos numerosos soportes de fase inversa, por ejemplo RP13, que
son generalmente conccidos pc;r ejemplo en el marco de la cro-
matografia liguida de alta presitn (HPLC).

Los compuestos de 1a foSrmula I se pueden aislar y purificar
andlogamente a los métodos descritos arxiba o por otros méto-
dos conocldos por los especialistas.

La férmula I indicada arriba cubre también los derivados de
didxide de tiolutin. Estos derivados tienen el misme efecto
que el didédxido de tiolutin o se conviecten bajo condici nes
benignas en compuestcs que tienen los mismos efectos gque ¢l
diéxido de tiolutin. L,os derivados se pusden preparar mediante
procedimientos bien conocidos por 103 especialistas. A conti-
nuacién se dan ejemplos de procedimientos preparativos para
algunos de los derivados de dléxido de tiolutin cubiertos por
la foérmula I:

1} El1 grupo (exociclico) acetilo del diéxido de tiolutin pue-
de ser partido con acido o base como se describe ea la ii-
teratura, por eaiemplo en 'Protoctive Groups in Organic
Syntheais’, 3* Edicién, T. Greene & P. Wuts, John Wiley &
Sons, 1999, paginas 553-555.

2} El grupo amino libre del didxldo de tiolutin puede alcohi-
larse, por ejemplo, mediante alcohilacién reductiva tal
como se describe en 'Advanced Organic Chemistry’', 4* Edi-
¢ién, J. March, John Wiley & Sons, 1992, pdaginas E898-900.

3) E1 grupo amino del diéxido de tiolutin puede acilarse, por
ejemplo con clorures o anhidridos acidos mediante procedi-
mientos estandar bien conocidos por los especialistas.

7}
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Otxos derivados de los compuestos de la formula I incluye
aquellos compuestos que resultan mediante una reduccién de por
10 menos un enlace doble de un compuesto de la férmula I, tal
como didxido de tiolutin, mediante métodos dados en la litera-
tura, por ejemplo en P. N. Rylander, ‘'Hidrogenation Methods',
Academic Press, New York (1985), Cap. 2, o mediante dehidr ha-
logenacién mediante nétedos descrites en H. O. House, 'Modern
Synthetic Reactions', W. A, Benjymin Inc., New York (1972),
paginas 446-452.

Los compuestos de acuerdo con la ianvencidn pueden ser conver-
tidos en sales farmacéuticamente aceptables. Las 3ales pueden
ser preparadas mediante procedimientos estandar conocidos por
los especialistas.

Sales fisicldgicamente toleradas de l1los compuestos de la f£fér-
mula I signlfica tanto las sales organicas como las sales
inorganicas de dichoa compuestos tal como son descritas en
Pharmaceutical Sciences de Remington (17 edicién, pagina 1418
{1985)). Las sales tales como la 3al de sodio y de potasio,
por ejemplo, pueden prepararse tratando los compuestos de

acuerde con la invencidén con bases de sodio o de potasio.

Otro aspecto de la presente invencidén es el uso de una prodro-
ga de un compuesto de la férmula I, Tal prodroga puede ser me-
tabelizada in vivo para obtenarlun compuesto de la férmula I,
tal como diéxido de tiolutin. Estas prodrogas pueden ser por

8§ mismas activas o no.

Los compuestos de la férmula I pueden existlr en varias formas
polimorfas, por ejemplo como formas polimorfas amorfas y cris-
talinas. Todas las formas polimorfas de los compuestos de la
formula I estdn dentro del alcance de la invencitn y son tro

aspecto de la invencién.

Los compuestos de acuerdo c¢con la presente invancién y sus sa-

les y derivados farmacéuticamente aceptables pueden ser admi-

b
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nistrados a animales, preferiblemente a mamiferos, y en parti-
cular a humanos comg productos farmacéuticos en si mismos o

mezclados unos con cotros.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas comprenden por con-
siguiante uno o varios compuestos de la férmula I ¢ II o sales
de ellos farmacéuticamente aceptables, Jjunto con un wvehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de acuerdo con la invenclén puedan administrar-
se oralmente, intramuscularmente, intravenosamente o mediante
otros métodos de administracién. Las composiclones farmacéuti-
cas gque contienen estos compuestos o un sal ¢ darivados de
ellos farmacéuticamente aceptable, opcionalmente con otras
substancias farmacéuticamente activas, pueden ser preparadas
mezclando los compuestos activos con wno o varios auxiliares
y/o excipientes farmacolégicamente aceptables. Luvego la mezcla
puada ser convertida en una forma fammacéutica apropiada tal
como tabletas, tabletas recubiertas, capsulas, grinulos, pol-

vo9, emulsiones, suspersiones 0 soiuciones.

E)emplos de auxiliiares y/o excirpientes gue se pueden mencionar
son materiales de relleno, emulsificantes, lubricantes, sabo-
rés enmascarantes, c¢olorantes y 3substancias amortiguadoras co—
mo tragacanto, lactosa, talco, agar-agar, oliglicoles, etanol
y agua. Las suspensiones o las soluciones en agua scn apropia-
das y preferidas para la administracién parcenteral. También es
posible administrar las substancias activas comc tales, 9in
vehiculos o diluyentes, en una forma apropiada, por eiemplc en

cdpsulas.

Un método para la producclén de un producto farmacéutico apro-
plado comprende: convertir en una forma de dosis aproplada por
lo menos uno de los compuestos de acverdo con la presente in-
vencién con un vehicul farmacéuticamente apr piado y fisioléd-
gicamente tolerado y, eventualmente, con tras Japropladas

substancias activas, aditivos ¢ excipientes.
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Como @8 usual, la formulacidén galénica y el método de adminis-
tracién asi como el Ambito de dosis que scn apropiades en un
caso especifico dependen de la especie a ser tratada y del es-
tado de la respectiva condicién ¢ enfermedad, y se pueden op-
timizar usando métodos conocidos en este campo de la técnica.
Cuando se usan formas de dosis sélidas, por ejemplo tabletas o
cipsulas, sa pveden administrar diariamente hasta 500 mg, pre-
feriblemente de 0,1 a 250 mg. En aplicacién parenteral se pue-
den administrar hasta 300 mg, preferiblemente de 0,5 a 150 mg,
por dia.

Los sigquientes son ejemplos de la presente invencién, pero no

limitan el alcance de ella:

Ejemplo 1: Produccién de una suspension de esporas de la cepa
productora Nocardiopsis species DSM 13834

100 ml de soclucién nutriente (4 gr/lt de extracto de levadura,
15 gr/lt de almidén soluble, ! gr/lt de K2H?04, 0,5 gr/lt de
MgSO4 x 7H20 en 1000 ml de agua, pH antes de la esterilizacién
7,0) en un matraz Erlenmeyer esterilizado fueron inoculados
con la cepa Nocardiopsis species DSM 13834 e incubados a 28°C
y 180 rpm en un agitador rotatorio durante 5 dias. Después se
diluyeron 1,5 ml de este cultivo con 1,5 ml de glicerina sl
99% y se almacenaron a -20°C.

Ejemplo 2: Produccién de un cultivo o de un pre-cultivo de la

cepa productora en un matraz Erlenmeyer

Un matraz Erlenmeyer esterilizado que contenia 100 ml de la
siguiente sclucidn nutriente: 15 gr/lt de harina de soya, 15
gr/1t de glucosa, 5 gr/lt de macerado liquido de maiz, 5 gr/lt
de NaCl vy 2 gr/lt de CacD3, fue inoculado con un cultivo que
se habla desarrollado en un tubo inclinado (la misma solucién
nutriente pero con 2% agar) o con )} ml de un cultivo de glice-
cina {ver Ejempl 1) e incvbado en un agitador a 180 zpm y
25°C. La produccién mixima de didxido de tiolutin se alcanzd
después de aproximadameate 96 horas. Un cultivo sumergido de

9%
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72 horas de edad (producids conforme al proceciimiento desccito
para el cultivo agitado pero oon el sigulente medio: 15 gr/lt
de gluccaa, 15 grflt de hackne <2 saoya, 5 go/lt de maiz mace-
rado, 2 grflt de CaC0O3 v 5 gr/lt de WaCl, pH 7,5). Fae sufi-
claente para inocular Cecweptidores de 10 vy 100 1t con un ino—

2nlads de aproxinadamente 5%.

Ejamplo 3: Produccidn de didxidgo de tiolutin

Un fermentador de 200 1t se hizo funcicnar bajo las siguelentes

condiciones:

Medlg nutkxlente: Harlnz de soya 15 gr/lt
Glucosa 15 gr/lt
Malz macerads 5 grfit
Hafl

gr/ig
CaCo3 2 gr/ix
pH 7,2 [aﬁtes de la =atepilizacidn)
Tiempo da lacubacldn: 60=80 horas
Temperatnra de incubacién: 26°C
velotidad del agitador: 50 rpm
Rireacidn: 150 1t/minuto

La aspuma sa suprimid medisnte adicidn repetida de unas cuan—
tas gotas da L a 2 ml de soluciln etandlica de poliol. La pro-
descidn madime 3¢ alcanzd luego de 6% horas.

Elemplc 4: Zislamlentn del didxido de tiolutin

3 1k de la solucidn de coltive obtanida en 8l Ejewple 3 fusron
liofilizados y a cecntinnacién al pioduckte liofilizado ae ex-
traic con metarQl {2-3 lt). El axtracto de metanol se redujo
al vaclo vy se diloyd con ague que tenia un contenide ca 108 da
matanol. El extyacta dilvids s= cargd en una celumna da ong
capacidad de ] it gue contenia r=aina de adsorcién CHP-2Z0P. L&
elucibn %e hizo con un gradiente de solvents de dgua a aceto=
nitrilo. El flujo de pasos da la celumna (30 ml/minuto) ae

efectnd en fracciones de 30 ml ¥ 54 fecogleron las fracciones
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que contenian el compuesto deseado, se concentraron al vacio y
se liofilizarcon para producir aproximadamente 30 mg de un pol-
vo amarillo pardo. El polvo resultante S¢ cargd en una columna
que contenia LUNA® 10 uCl8(2} (ancho x alto = 21 mm x 250 mm)
y se eluyd con un gradiente de 10 a 60% de acetonitrilo en
0,1% de acetato de amonic/agua. lLa cantidad de flujo del medio
de elucién fue 25 mli/minuto y el flujo de salida de la columna
fue recogido en fracciones de 25 ml. Se encontrd diéxido de
tiolutin an las fracciones 15 y 16. La llofilizaclién de dichas
fracciones produ’jo 1,8 mg de didéxido de tiolutin >95% puro.

Las propiledades fisicoquimicas y espectrocdpicas del diéxido
de tiolutin pueden ser resumidas como sigue:

Feso moleculars: 260,3
Maximos Uv: 230, 302, 388 mm
1H- y 13=C NMR: ver Tabla 1

Tabla 1:
18- y 13-CNMR: Desplazamientos quimicos del diéxido de
tiolutin en DMS0 a 300 K

14 13C
i 72,10 22,51
2 - 170,46
3 10,65 -
1 - 1;5.01
5 - 164,27
6 3,10 27,85
{ ? = 145,48
8 - 114,05
9 7,55 109,58

_34
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Ejenple 5: Didzido de tiotuwlin comg inhibildor de neurolisina

Sa realizd una prusba epr un sistema da pipatacs CyBlo a0 un
formats de placa de 3B4 pozos con uwn wolumen flaal de pruaba
de 16 pl. BEn resumen, 4 pl da axtyackos wicrobiales spropiada=-
mente diluidos {dilucidn en 50 mM Trils buffer, pH 7,9) se dis-
tribuyarcon an las placas de peusba (Grainer, placas de wvolumen
paduafic JB4 bhlancas). Después £ pl de neurolisina (prediluida
1:5, 3B0 ng da proteina) 86 afiadiercr a cada pozo. Luego de 10
minutos de prée~incubacién de las muestras y 1z enzima a tempe=
Zatura ambienkte se inicid la reaccidn mediants adicién de B pl
da substrate (Mce-Pro-Leu-Gly-D-Lyz{Dnp)=O0H, CALBIOCHFM} en
Triz buffer. La concentracifn £inal de prusba del susbatrato

=ue 4 pM.

Inmediatimente luego dal pipeceq, las placas fueron coleocadas
en uil fleordmetro (3cectraFluasgdeys SLT] v se leyd la cantidad
initial de flucrascencia {dex: 360 om / dem 405 om), A conti-
nuacion se dejd procadar la zesscidn a 30°C durante 30 mlnutos

¥ 5= tomd una lgckura final de flecrescencia.

Los datos se corrigieron primers en blanco. Luage, despuss de
substraer los walorea en €) punkto de tiempe caro de los res-

pectivos valores despuée de 30 minuto= s expresd la actividad
de inhibicién como

100 - {compugsto de intensidad neta f controd da intensidad neta) x 100 (%)

Cada placa de proeba contenia un razoraple nlmers de controlas

positivos v blancos {buffer en vez de egnzima).

28 ancontbrd qgue la ICSE del difwido de tiolutin ers 0,6 pM.
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Reivindicaciones

1. Bl uso de un compeesto da la fdramla I

&gn la cyal

H31, 22 vy R3 ve selaccigaan indapendiéntﬁmente antra: #€. algui-
lo ¥ acileo,

y suz males y derivadox fislologicamante talerzdos en 23 T3 y—
factonra de ua madicamento para al tFEtEmiéﬁtn cla Epfﬁ!ﬂﬂﬁ%ﬁﬂﬂ

del sistama nerviocsc central.

2. Bl-se-de—un comsussto de la férmpla @ de acuerdc con la

reivndiczeldn 1, en donde Rl es acilo, R2 es H v R3e3 alzuilo. -

",

3. “El uso de arusrdo con la reivindiczcidn 1, en la cual el

.

compuests as didxldo de ticlutin g8 1z fOrmula II ~
!
! E;;;
D"-"":"\N ]

1. Un procedimientc para 1la praduc:ipn de nn Compuesto de lx-
formala ¥, procedimiento que comprenda ocultiver al microosga—
nismo Hhﬁérdinps;q_species ET 100652, D3M 13834, o mutantes o
variantes de &l i:a'jn condiciones - aaxdbicas en un medio nu-
triente que nnn&iana fuenies ca carbond v altrigeno hasts gue
&an e% nedia nutziente es=t& presente por lo menos un sompuesio

e 1a férmula I, ¥ aisiar ¥ purlflicar el compueaco.

e '

+J

- e———
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2. Un procedimignto para la prosluceidn de un compuesto de la
£6omela I, procedimiante que camprende cultivar el microorga-
nismo Wocardlepsis species ST 100692, DSM 13834, o0 mubantes o©
varientes de &l bajo condlclones aerdblees an un medio nuo-
triente gque contiens fusntesa de carbono y nitrdgenc hasta que
an el medio nutziente esid presente tiotunlin, aislar y purifi-
cdr &l tiotulin, ¥y corvertirlo aa por lo menos ur compuesatc da

la f&6rmula I.

¢. Un procedimiento de acuerdo c¢on la reivindicacidn 4 o 5,
procedinientc Que comprende ademds convertir &1 meacianzado
compuesto de la f&zmula I en una sal fisioldglcaneare tolers—
da, en un derivado, o en una szl de dicha dacivado fialoldgi-

camente tolerada.

™

T. HNorzardiopsia species 3T 100652 (DSM 13834} .isat~
b

o

&9
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AEPCRTE DN BUSQUEDA INTERMACTOMAT

Bolicitund Inxernacional WNo. PBCT/EP [2/01915

A, CLABIFICACION DEL ASUNTO

1FK 7 A6l /K31/407 AG1r2%/0Q

Da acuerde con la €lasificacidn Internacioral de Patesates (IPE) o
tanta con la clasiflcacidh pacicoEl como con la 18K,

B. AREAS BUSCADAS

Materjial minimc de examen Samabids a8 biogoeda (sistema de clamifica-
ciin paguldo por simbolos da clapificacisn) :
EFK 7 Adi LK

Documentacidn buscada que no Bacs parte del material minimo de sxa-
Ban, sl plla pectenece a las dreas buscadas:; =

Base de datos slactrénica &onmuliaca <durante la bHilsqueds jinternacio-
fal {nombre de la base de dalbus, tdrminos de biagueda uwsados)
EM-Intarnal, WPl Data, EAJ, MEDEINE, BIGALS, CHEM ARS Datm

C. TNOCOMERTOS SGHSIDERADDS RELEVENTES

Celpgorig®  Donupermie Ko. e revindieaddn relevante

A WO 89 12543 A (CHEW GENHLY; LI RANXIONG -3
{CA); WEBSTER JOHN MALCDUM £CA))
15 Maryo 1999
Ciado e la salidtud
{ode & dooamenio

A W0 96 32396 A4 (WEBSTER JOHN MALCOLM; L 13

BANXIONG {CA); CHEN GENHUI CAJ}
17 Ocirbre 1956

ilido en la solickud

tedo ol documento

Ea la sontinuvacitén del Campo C me citan otros documenkos

& Ver emn Anexo miembros de la familis de patentes

* Cakugorigs egpeciales da los documentows citadeos:

“A" Documsmto que dofire el estado general do la Lécaics y gue
N0 e considerado cole parkticularmantes Televanto.
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Dotmaents de partdculsr relevenclar la invencisn reivindiceda
no puede ser conziderada nowvedoma ¢ no pvede sar considerada
basada an und actividad inventiva cuendo el documento se Loma
individualmente

Docmmento de particular relevamsia; nd =e pueds considezar gua
1la invencidn reivindicada involucra un paso inventive cuando el
docmognty 86 conhina con uno 0 con varlos de dichos dooumentcos,
sigardn tal combinacidm cbvia para las personaw que tienen
cxpariancia o eske canmpo de 13 técnica.
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Nombra y dirgcciém postal de la autorddad laoternaciomal de biagqueda:
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P.B., 5818 Fatenklpan 2
FL - 2290 BV Rijswijk

Fureloosrlo autorizado:

TrifilimfE-Riolo, 9
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Gheervaciones respects a la onidsd da la invencidn

Esta Autforidad de Boaqueda Internacional socontrd miltiplas

invaencionas en @fla 86¢licitud internacional, de la sigulanke

manaXa:

Ver Hoja adicional

El solicitante no pagd cportunamente loe honorsrics adl-

titnalas regueridos. Por consiguiente esle Reporte de Bha-
gueda Internaciopal se limita 2 la lavencldn primeramente
mencionada en las reivindicaclonesy dicha invencién es gu-

bierta por las relvindicaclones NMes.: 1=3

Boda adicional

La Autorldad de Bisgqueda Internacional encontrd miltiples

jgrupos de) invenciones en ests solicitud internacicnal; de la

ylgriente manera:
l, Reivindicaciones: 1-3

2. Reivindicacicnes: 4-T7
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Informacidn sobra aiewbroe del grupoc de patentes

Solicitud Inrernarisonsal Na, PCY/EP 02/70191%

REPFORTE T BUSNUEDAR INTERMACICHAL

Docurmenta Falenta dtaco Fetha de Wembrais) de la Fecha de

en el reparte de bisqueda publicacidn farnila de palenies publicackin

We= 9912543 A 18-03-195% CA 2212237 Al {95.03.1990
Al 5057088 A 29031999
WO SO{2543 M 15021959
N 1250981 A 31-07-2002
N 187723 T 13-12-2000
EPF 100M01 A1 21.06-2000
P 201515861 T 20200t

WO 5632396 A i7-10-1996 Al 5264756 A 30-10-1986
A 2217957 A1 17-10-1996
W 9532396 Al 17-10-1096
& 6310476 B1 13-11-2001
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Formnlaris - BOT/ROS101

Solipirud PCT

2l suscrito sollcita que
la presept= solicitud internacioral
séa tratada Jde confommidad con @l Acwerxdo sobes

Cooparucidén Intermacional en el Area de Fatentes

Nimero de referensia intermacicnal: PCT/EP Q2/01915

Fechs da solicitad internacicnal: 23 Pehrero 2002

Hombre de la coficina receprora

¥ "solicited PCT internacicnal™: DFLCINA EURQFESA DE PATENTES
SOLICITUD INTERNACIONAL PLT

Nimexro de refereacia del sclicitante o dal abogads: 200170015

CANEDO No. I TITHULO DE LA INVENCION
Uso da diéxido de tiplubtdn vy sus derivados en la manufackuza

de uUn nadicamanto, ¥y un procedimiente para em prepavacidn.

CAMPC Fo. II BOLICTTRNYTR

Nombra vy direcclon:

fApallide, nompbrar #n el caso de personas Juridicos nombre
oficial complets. En la direccidn hay que indicar el cddigo
postel ¥ &l nombre del pais. E1 pals indicade en este campo es
€l pai» del domicilio del sclicitante si a coptinuacion no se
indica ninmin pais del domicilio.}.

Avaniis Pharma Deutschland GubH

Briinningstrasge 50

D-65529 Frankfypr

Alemania

Naclanallded (pais}: Alemania {DE)

Comicilio {paisa): Rlemania ([(DE)

Esta perscna &5 sclicitante para los siguientes paises: todos

los paiaea de la designzclén.

J3
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Campo Wo, ITI OTROE ZOLICITANTEE X/U (OTRCS) INMVENTORES

Nombre y direecidn:

(Apellido, nombra; en al caso de personas juridicas nombre
oficial completo. En 1i direccidn hay gque indicar el cddigo

postal y el nombre del pals. El pels indipadn en este campo as
I paly del damicilio del aplicitante =21 & condiavacidn no se
indica ningin pais del domicilio.)

EDEE, Claudia

Fidrsheimer 8Str. 7

65719 Hofhaim

Alamania

Esta persona st Unlicamente invengor

Dtros solicitantes y/fu |otras) inventores se menciscar en una

Hela de continuacisén de aste Campo.

Cappo No. IV ABOGADO O REFRESENTANTE COLECTIVO:

O DIFECCION POSTAL

Nombre v dirsccidn:

(Arallido, nombrer en el casp de personas juridicas nombres

oficial completo. En ia direccidn hay que indicar e) cddigo

postal y el nombre del pais.)

Avaentls Pharma Deuvischland &mbH

Departamento da Patentes y Lloenclas

Induscriepark Héchst

Edificio K 201

D-£5926 Frankfust

Alemanla

X Direcciédn postal: Hey gue pomer una X en asta casilla
cudndde A¢ se ha nombrado v abogado © un representante
colective v an lugar de elle se ha indicads ung direccidn

postal particular an &l canpo antsclor.
Continpanién del
Campo Mo. IIT OTROS SOLICITANTES X/U (0TRDS] INVENTORES

Hombre y direccldn:

fApaillidns, ncmbra; en sl caso de persenas duridicas nombre



oficial compieto. En 1a divecrida hay gue indicar el cddige
pogstal ¥ al nombre del pais. El pafis indicado en este campo as
el pafs del domicilio del selicitante =21 & contiimacidn no se
lndica alngin pals del domicilia.)

KORE, Michael

Erlenweqg 7

65719 Hofheim

Alemania

Eaza perssna as: Unicamente inventor

Nombre y Glreccldn;

fAcellido, nombre; en al caso de personas jurldicas nombre
oficial conpleto. Bn la diraceidn hay gue indicer el cddigo
poskal y el nombra del pafs. Eil pais indicado en este campo es
8l psly del domicilio del solicitante si a2 coatinuacido no se
iadica ningdn pais del domicilic.)

WINZL, Joachim

Magdeburger Strake 13

63322 Ridermark

Alemania

Esta parscna es: Unicameance Lpventor

Cappo No. ¥ DESIGMACION DE FATSES

Se¢ hacen laa slguientes deslgnaciones de ¢onformidad ccn la
norma 4.9 inclao a:

ratenie reqglanzl:

APR: Patente Aripoe: 5H Gana, GM damblz, KE Xonis, LE Lesaotho,
MW Malswl, MZ Mozamblgoe, S0 Sedin, SL Siexrra Leone, 352
Swazllandia, T2 Replhllcz Unida de Tanzania, UG Uganda,
ZW Zimbabwe y todo oktro pais que Bea pais mismbro del

Protocelo de Harare ¥ pais contratante del BOT

EA: Patente Eurasia: AM Armenis, AZ Ruerbaydn, BY Belarus,
KG Kirguistdn, RZ Karajatan, KD Repdblica Moldawia, RU
Federacidén Sosa, Td Tayikistan, TH Turkmenistin v todo
of¥o pals que ses pais miembro del Acuerdo de Patentes
da Burasia y pals contratante del PCT



EF: fatente Europea: AT Apsiria, BE Bélgica, CHaLl Suiza y
Liachbenatain, CY Chipre, DE Alewmanla, DX Dinamarca, E3
Espabu, FI Finlanmdia, FR Francie, GB Relng Unido, GR
Grecla, IE Irlanda, IT Italias, LU Euxembucga, MC MOnRaco,
HL Paises Bajos, PT Portugal, SBE Suecia, TR Turquia ¥
tode otrec pals gque sea pals miaembro del Acuerdo da Ba-

tentas Eurnpess y pals concratante del POT

OA: Patente OAPI: BF Burkina Fasso, BJ Benin, CF Repdblice
Centroafrlcana, €6 Congo, CI Costa de Marfil, QM Came-
rian, GA Gabfn, GN Geinez, CQ Guinea Ecmatorial, GW Gui-
nea Bissan, ML Hali, MR Mauritania, NR Wlgeria, SN Sane—
gal, TD Chad, TG Togo y todo orro pals gre sea pals
mniembro dei OAPT y rala contrztanta del PCT {an 2] caso
da gua g deses otk Cipe de proteccidn legal o otra

procedinients, por Favor imndicarlo 2 contipvacidn)

Patente nacional

fan al cegn de gue se desze okre Lipo de proteccidn lagal v
otro procedimiento, por favor indicarin a continuacicn del
nombre del respectiva pais):

AE Emiratoa Arabes Unidna, AG Antigua y Penmeda, AL Albania,
AM Armenla, AT Austria, AU Australia, AZ Azerbevin, BA Bosola
Herzregovina, BB Barbadog, BG Bulgaria, SR Braail, BY Balarus,
BZ Balice, CA C(anadz, CH & LI Suiza y Liechteatein, CN China,
CO Colombia, CR Costa Rica, CU Cuba, C2 Repniblica Chesa, DE
Alemanla, DK Dlnamarca, CM ODcminica, DE Argelia, EC Zcuador,
EF Eatonia, E5 Espafla, FI Finlandia, @B Reino Unido, GD Grana-
da, GE Gecrgla, GH Ghana, GM Gambla, HR Cromcis, HU Aungzria,
ID Indonesia, IL Israsl, IN India, IS Islandia, J= Japbn, KE
Kenia, K5 Flrguistan, KP RepGblica Pemocratica Popular de Co-—
rea, KR Repftblica de Cores, KE Kasalstin, EC 9anta Lucia, LK
3xi Lanka, LR Llberia, L5 Lesotho, LT Lituania, LU Luxemburge,
LY Letonia, MA Marruecos, ND Repfiblica Moldavia, MS Madagas-
car, MK ex-Repiblica Yugoeslava de Macedonia, MF Mongolla, MW

4
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Malawi, MX México, ME Monzambique, NO Nofuega, N2 Nuasva 2Zalan-
da, OM Oman, PR Filipinas, PL Polonia, PT Portugal, RO Ruma-
nia, RU Fadexacldm Rusa, 3D Sudin, SE uecia, 5G Elogapur,

85I Eslovenia, 5K Eslovaquin, Slerra Lecna, TJ Tayikistan, TH
Turkmenistan, TR Tunez, TR Turguia, TY Trimidad y Tooago, TE
Repdiblica Unida de Tapzania, UA Ucrania, UG Uoanda, T2 Us-
bakistan, VN YVietnam, YU Yuguealavia, 2Aa Sucafrica, M Zambia,
IM Zinbawa.

Casillam para la designacién de paiasea gue han ingresado al

PCT postericzments a la publicacidn ode easte formato:

Aclaracidn respecto a las desiynacicones preventlvas: Adicio—
nalments a las designaciones arriba mencionadas, el solicitan=-
te da conformidad con la norma 4.9 iociso b realiza todas las
otras designacicnaa pammisiblez segin @l PCT, excepltuandn las
designaciones mRencionadas en el Campo Adicional que estin ax-—
cluidas de eata aclaracién. El snligitants declara gee gstas
dasignacliones adicionales estdn bajo la regerva de una confiz-
macién, y que Lode designacidn adicional que no sea confimada
antes da 15 & partir de la Lecha de la prioridad s+ ¢considera
ratirads por el solicitante, (Li confirmacicdn finclovando los
honorarios) debe llegar a la Oficina Receprora antes del plago

de 15 meses.)

Campo Mo, ¥I  REIVINDICACION DE FRICRIEAD

Ranglan (11}

Fecna da presentecién de 1la anterior solicitnd:

9 Marzo 2001

Nimero de referencia da la antarior soliclitud: 01105958.9
Solicited pacicnal: Paia Alemaria [DE)

Caxpo ¥Mo. ¥II AODTORIDAD DE BUSQUEDA IMTERNMACTIONAL

Eleccidr de la avtoridad de bisqeads lntermacional (ISA):

{an &l casc de que para 1la realizaclidn de la bivgueds intarna-
cional sgean compatantes mds de dos autoridsdes de bisqueda
internacional, ntonges indigue dax sutoridades elegidas por



tUzreds s5e puede utiiizar el cddigo de dos letras):
ISA /

Campo Mo. VIIZX LIBTA DF CONTROL; IDICMA DE PREBENTACTION

Esta solicitud internzcicnai coniigne el slgulente nimero
de paganas:

Sollcited: 4

Descripeién {sin parte de protocele de sscuenclaj: 13
Relvindicacicnes: 2

Resumen: 1

Cibujos: =

Total de paginas: 20

A esta solicitud internacional se ansxan 108 slgulentes docu-

mentcs:

1. ¥ Hole paye cédleule de honorarios

2. _ Poder firmads sepacado

4. _ <Copls del poder gensral; nimezc de referencia: 36963

4. _  Razdn para 18 auvaencia de uia firme

5. X Dotuwmentos de prioridad, identificadoa en el Campo
Ha., VI por el siguiente nameroc e linea:

€. _ Traduccism de la soiilcitud intarnaclonal al siguienta

ldioma:

T. X Datoe separados respecto a microarganismos entregacos
u otro matarial bhigliégico antbagada

8. Protocnls de laz secuencias nueleoticdas v/o de amine-
dcidos en forme legible por computador

9. Otras {(indicar individualmente):

Dibuju de figura= que deban poblicarse con &l resumen (No.): =

Idioma en que se presenta la solicitud iaternacicnal: Ingléa

Campo ¥o. IX FIBMA DEL SOLICITANTE O DEL ABOGADC

4 nopbre del signataric se ha de repetir z1 lado de le fimms
¥ 81 2llo no r sulta evidente en la solicitvd, s¢ daba ascoi-
ir la funeildn goe descmpefla eata pergonz,



Mventis Pharma Deutschland GrbE

Dr.

JaGabi [£5erap} Gx. welo (firma)

=ssamexPara llanar por la Oficina receptorag==—=—-——=--

Fecha efectiva de reclbo da esta solicitud internacional:
23 Febrerc 2002
Dibujos
Recibidos NINGUND _ Mo recibidos
Fecha da ecibo modiflcada por recibs posterior pers> den-

tro del plazo establacido de documentes o dibujoa para

completar la solicitud internaclomal:

Fecha de recibo autorlzado de las correcclones oconfarma &l
articulo 11[2} PCT;

Autoridad de bisgueda internacional (en caso 3& que 3ean
cognpelentes dos o més]: ISR /

_ Envig del sjemplar de bfisqueda aplatadde hasks que S4
hays efectusdo el pago da los honprarlos de bhsqueda

memm==-=-Para llopnar por la Qficing Internaciopal======-

Fecha de recibo dz2l ejemplar de las actas

an la Ooficina Inktaznacicnal:
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PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL FEELINIINARY EXAMMMATION REFORT

_ {CT Ascicle 36 nd Wade 70}
{Rationslized Beport according to the MNotice of the Presidesd of i £7'€) pohlished m tha OJ11/2007)

§0

ﬂmml o mgund'rs file refcemy
DEAV2001 /DOLS

3oe Wigifkation of Tranmnidal of Inicynabiops)

Inwcmariensd spiillcation MNa.

FOR FURTIIER ACTION  Brofminary Praminatian Rapor (Perm PCTPRAAE )

Inisrsaloma i.IEI duln [ihp.'.w.lﬂj:ﬂr,] !r.lm dols [mmzfﬂlr,l

PCT/EF 02/ 01915 2370272003 0970872001,
Trtecntiucal FHoes. CLWainedon {1PL) o nadonal deuifmtcn and TFC
A61K1 407
Mil:ull :

AYENTIS PHARMA DEUTSCIILAND GMEH

L This Ieragrional preliminary eamiolin reporl hos been prapared by s Intsrnaticaal Prefimioary Bxansiniog
Authorily and is trenzmilied o I appiicsK F:l:;.mliq. T Arikhe J60

& This REPORT consims of mumal of ___ 2 shescs, inchecing thin amvar sheer.

[C] Thisreport is tizu sssmiipanid by AMN XI5, L2, dootd of Lo desaipton, veioe edjor demFings widils baw

— tman armeraied oral ary the besis loc thiv report sndfor shests containing recificalion s mede Sefiry thik Autherily
pan Tube 70,08 el Sections EO7 of A Adesieieraive Lnstroiiom: unzu- e PCT).

There wramzs iy of & ceoel of sheee,

‘This xeperi canteas Snfeatiarr relaling ba e Mellawing lume
L[X) Butiv wlsho reparc

w[ ] ey

Ll Ii'l Ninp-zsyshRshmon. of qpiniom with Tagand 1= nowedey, Irvemiee seep end s rplleshilicy

W [] Lack of wniy of fmeeniion
¥ [X] Remnoed vaberml urde Arshilt 352) with regant Ly, kvl intwartal opplienbAiLy;
B e Ry S AT v et s o e ity
¥i[] Caraln docurmenis el
i1 |7] ¢ermain defects In the interrafiona apolication
VO[] Certsin chrcvations on she inmernational «jgplsion

[ Dt of submirsiun o Dae deomsl nl T uFl:r.lrlp'EE ef iz reporl
26/09/2002 25/05/2003
Marme and redfng ackivesy ef e [FRay autariaed e
Furvpean et OZlor ' F RSTER W X
Li-fayrUn Mi:plch
Tel. | 39291 20000, Tuz 52368 sxmud
Fra: [ +-39-R0) 1180uLa85 . el | —39-57; T3 20N

Porm PCT/TEIA 08 (aver dwel] FFI0875 fOclLuter 2A0T)




INTERNATIONAL PRELIMINARY Intarnational appllcaion NoPCT/ EI* 027 01915
EXAMINATION REPORT

.  Basiz of the report
The basis of this Internalionel preliminary examination is e application as originaly led.

L Non-esiablishmert of apinion with regard 1o novelty, Inventlve step and Indusirial
applicahbliity

The quastion of whather the claimed invantlon appears to be novel, o imvolve an

imvwantiva etep, or to be industrially applicable has rot been the sublact of the

interrational preliminary examination in respect of the claima which have not been

saarched (Articdhe 17{2)(a) or (3} and Rulg 85.1(e) PCT); se= also internationol saareh repord).

VY. Reasoned statement under Rulc 66.2{2)(H) with regard to novelty, Invertiva-step or
Indugirial apnlicablllty :

To the extenl tiat the intemaiional prellminary examination has bean caried cut (see itam
Il above}, the ollowing iz polnted out:

In light of tha documents clied in the intemational gsarch report, it s conaldered

it tha invantion a& dafined in the indepsstent claims, which have beon tha sylyest of an
[rtarnakional search repod, magts the crileria mentioned in Article 33{1) PCT, -

.. appears to b novel, o invelve an inventiva step and lo be industirilly applicabla.

Form PCT/RCcoPE2 (EFTD-IR1-2092) P20T81
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farmulario PCT/IPER/400
TRATADD CODPERACTON PATENTES
PO

REPORTE DEL EEAMEM INTERNACIONAL PROVIETOMAL
{Articulo 36 v Nocoea 70 PCTY

{Reporte fondsssentadn da acuerdo con la Comun|cacin del Prosidenie de ln EPO en ol OFH /2001)

Bafareacia del gplicitants o abogade: DEEV2A0L/MILS

PROCEDIMIEATO RDICIONRAL: Ver Commlcaciém scbrs el envic del reporte
da axioan inkaznarional provimional (Formato POT/TIPBAJGLE)

Na. de reforencia inteaepaciconal: POT/EP 02701915
Fecha de solicitud internacicnsl: 23,02, 2042
Fecha de prioridad: 42s03,/2001

Clasificaclién Ialkernacional da Tatentes (IPX) n Clasificacidnm
Nacional & 1PK: A6l1K 31/4D7

Sclloitante: AVENTIS PAARMA LEUTSCHLAND GMEH

1, La awntoridad encargada cdel examen internacisnal provlielonal
elabort e} Teporte del examen internacional provisional y lo
anvid el sollcitante de conformidad con el Articule 36

2, FEste REPORTE comprende en total 2 nojas irctayends estz hoda
de cubiarta

hdemds e sdjuntan a este repozrke RISEXDS: se trata de hojas
con descripriones, relvindicaciones y/o dibujps que Fueron
wodificados y son fundamenro da eskte reporte, y/v hojas con
ogeceecliooes efectwadas por esta antoridad (ver Koezm 79.14
y Seceidn §07 de las Pautas hdministrativas del PCT).

Eabos Anexcs comprenden en toral hojaw.

1. TEate reporte contiene inforsaricase ¥ lam correspondientes p&-

gines respecto a los sigulentea puntoa:

1 X Bage del reporte

Il _ Briozidad

ITI X Midguna elaboracidn de un reporte esobre la novedad,
la actividad inveptiva y la aplicabilided industrial

1v _ Falka de unidad de la invencisn

v X Verificaclén fumiamentada conforme el articulo 35{2)
respecte a 1a novedad, lw actividad inventiva ¥ 1a



63

aplicabilided fndustrial; docusaotos y explicacianes
para apoyar dicha verificaclidn

VI _ beterminados docymentos cltados
VII _ Determinadas deficlenciaz de ia solicitud fnternacional

VITT _ Peteominadas obmerwsclenes 3 la solicitud internacicnal

Facha de eatrega de la soliailud:
26.09.2002

Facha de elaboracién da este reporke:
25/03,/2003 '

Nambre ¥ direcciim postal de la astordidad encargada del axawsn in-
ternacions] de provisional:

Oficiom Europes de Patentas

D-80298 Munlich

Funcionario antorizado:
F RESTBR W K
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REFORTE DEL EXAMEN INTERMACIONRL FROVLSIONAT,

I.

No. de reforgnala internacipnal FCT/EP 02701915

Bang dgl reporte

La bassa de sste reporte del examen preliminar internacip-

nal es 1a eolicitud tal cual fue presentada orlglnalmente

III. No-astablasimients ds opinisdn respscts & novedad, astivi-

v.

dad inventiva y aplicshilidsd indastrisl

La cueslidn de ai la invensidn reivindicada == novedsasa,
i ipnwolucra actividad inv;ntivn o si as aplicable indus-
trizlmente no ha sido cbjeto del examer praliminar inteax-
nacional con Iespacto a las seliviodicaciones que no hao
sido sometidas a bosquada [Articela BCT 17{2) {a) o (3) ¥
Norma §6.1i{a))r var Eambisn @l meporte de bisqeeda inter-
naglonal.

Conatatanidén fundamentada sagim Norma #6.2(a) (11) respecto
2 la novadad, la aotividad inventiva y la aplicabllidad
dndustrial

En la medlda que se efeciud el axamen preliminer interna-

clonal (ver pumts IXI arriba), se sefiala la siguiente:

A la 1nz de loa documentos citados =n &1 rzeperte de bhas-
gueda lntermacional, 32 zonaidera gque la invencifin tal Co—
me osstd defipidu en lam reivindicacionas cumple cogan los
criterios mencionados aen @l Articulo BCY 33{1), a5 decir

parsce ser novedosa & involucrar actividsd inventiva.
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

FATENTE DE INVENCION /WDEL‘J LOF UTILIGAD

{2
Indfzackan de qm e saliela b oo e<iin e Wiva pabente.
Lirins #e iMonkilicacidn def snileliasta o de ln prrtona rjoe Fo prsanin B solicitud
D aeripeion de [a Enwencion.
Dibujos da sar estos parlinenins, i,'dF:"""
Gomprobandz da Paga ri2 ks lasas oslablecidan.
COMPLETA { } RCOMPLETA ( }
DISERO INDUSTRIAL [ )
- Indicactdn g2 que se salicia & ragisia de Disedo Indystral (S
- Dalus de identificacion del sclfcilanle ¢ feja persons qus presenta |}

= lasoficilud.
- Represaniscion gridlm yfalografica del Dlisefio Indywtrial o mireaira ded
Material gju e Incorpera ol disafio.
Comprobanie ci pago de [as lagas esizblacldas

. E—

COMPLETA i } INGGMPLETA {

ESQUEMA DE TRA: DO i1

- Indicacion de gue selicia el regksiro de un Esquema de trazado, 1
- Dates de |dsntificacton del solcitantd o dels persona que presenta
1.2 saolicitud, [
Rupreseniacion grafica dal esquema de razado i
Comprohante de pago re las tates eslablacides, {
COMPLETA i INGDMPLETA {
Firma Ragposrsabie: ‘B&)maﬁ QE&(J
Fecha:

L = L ST R

— p— J—

(
I
|
|

T Nl Tl

b ol

LSiss=o RADICADOR
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Imhnl:rla;' Comercio

SUPERINTENDENCIA

2000
Bogaté, D.C.,
15 H Oficlo N* n
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO 10125
Apoderad
AVENTIS PHARLUA DEUTSCHLAND GMEH
ASUNTO: Radicauidn N" 6T
Soliciud bntemacionsl PCT/EP 20001815
Fechainciolse necios! G/10V2008
Triits 11
Everio 578
Aviusckin pr
Folke 001

Como resultatio del axaman da Soma, realizaro con fundamento el el artfouls 38 de la Decisin 406 da la
Gomisitn de la Comunidad Andina, eriiculo 27 del Tratadn de Conperacin en Malerla de Palsntes (PCT),

rogha 51 bis del Regiamena y Circular Unica e la Superintsndencia de Incsiria v Comerd, se |3 comunies
que;

0 La solichuf no oonfiene: la copla del documento en que consta la cosion det derechn a la patents gl
tvenior & sclickanta o & su causante. (Art. 26-K) Declgin 458},

En cumpEmiento da ko diepussio por & artfoulo 23 de la Declziin 486, se le rquisrs para que denlro dal
férming de dos meses guientes a i iecha de nofficacion del presents tlclo, compiete i Nuisilos

anleriormenie enunclados. En cae de no dar cumplimiento al presente requerlentn, 18 0Bk 5o
oonsiderand abandonads y parderd s prelacién.

Nokifiuese & preseniz aiicio conlonne & Is dapyssto n of numeral 5.2, Flerad &), del oapiulo quinky del
fitulo primert dle k& Cincular Uniaa NP 10 e 2001,

SPEDES DE VERGEL
dela de ke Diwkidn de Noevas Greacionas.

2.1 15y 2

El enterior nequerimientn fue nolficado por facin en ista da feche,




