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SUFERINTENDENCIA a1l PATENTENI B 70 FASENACIONAL
Act 411 PREGENTACION  Folos: g3 :

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADAENFASENACIONAL 24 - a5-290%
@ SOLICITUD DE ; .
[X] Patents de invencién. 7 [] Patente de Mogelode Utdad.

|| capituiol. X1 Capituio 1

@ Nombre: AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND
SOLICITANTE GMBH IDENTIFICACION
1) Direccion: Briningstrasse 50,
Frankfurt, Alemania cc. [ NT [
Nacionalidad o Domicilio; Frankfurt, Alemania CE [ or []

Lugar de Constitucidn:  Alemania Cual

Fax:

Teléfono:
E-mail:

Nimero

Nombre: LUIS PATIRO LEYVA ' IDENTIFICACION

REPRESENTANTE
OAPODERADO | Direccion Cra. 11° No. 94-76 - Of. 308 cc. X NT []

Teléfono: 6161948
E-mail:

Fax 6163976

Numero 2.830.616 TP 2688

@

INVENTOR (ES) ) .
2 Direccién: Emst-Ludwig-Strasse 5,

Nombre: HOFFMANN Hoiger

Nacionalidad o Domicilio: 64848 Heppenheim, Alemania

® PCT (86)

/

Solicitud Interacional No. PCT/EP2004/011244 Fecha Octubre 8 de 2004

Publicacion Intemacional No. WO 2005044803 A1 Fecha Mayo 19 de 2005

® Titulo (54) DERIVADOS DE BENGAMIDA, METODO PARA SU PRODUCCION Y SU USO PARA EL
TRATAMIENTO DE CANCER.

@ Clasificacion Internaclonal (51) CO7D 22¥10,223117, AMU3I[SS, A&1P3S/TT
® PRIORIDAD: (33) Palsde Origen |  (32)Fecha | (31) Numero de Solichud
Nemania ~ [

Octubre 24, 2003 /| 103496696

st X no []

®  Comprobante de pago No. Fecha
Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario , ver reverso de esta pagina.

~—



ANEXOS

Comprobants de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere ol caso. .

Documento de cesidn del inventor al soficitants o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccitn de la solicitud intemacional al casteltano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen prefiminar intemacional efactuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

Dasarelu documento que acradllalalbenchoaubnzacubndausoda conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas

De ser el caso, cerfificado de deposito del material biologico

Aste final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patents o titulos cbienidos en el extranjero por el mismo titular
0 3u causants, relecionadas parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros  Reporte de Blsqueda intemacional.

0 000 O0OOXSCC XXX

(12) Soliclto la concesién de la patents,
NOMBRE: LUIS PATINO LEYVA

Instrucciones para ed diligenciamiento del presente formulario , ver reverso de esta pagina.




Continuacién nombre, direccién y domicilio de inventores:

Nombre/ Direccidén Domicilio
HAAG?GHTER Sabine Hammanstr. 2, 60322 Frankfurt, Alemania
KURZ Michagl’ Erlenweg 7, 65719 Hofheim, Alemania

TIETGEN Heiko Karolinger Strasse 19, 55130 Mainz, Alemania



Otros anexos que se acompafian a la solicltud.

Copia del formato PCT/R0O/101 correspondiente a la solicitud internacional.

Copia del formato PCT/IB/304 correspondiente a la notificacién relativa al envio o
transmisién del documento de prioridad.

Copia formato PCT/IB/306 correspondiente a la notificacidn de un cambio.

Copia formato DSMZ-BP/4 y copia formato DSMZ-BP/9



GHMOLLMANN RESTREPO
- ABOGADOS LTDA

'The undersigned , acting on
behalf of and representing of

domiciled in, hereby appoint(s) LUIS
PATINO LEYVA and/or GUST AVO HOLLMANN
RESTREPO, domiciled in Bogota D.C, Republic of

- Colombia , as our true and legal antomey with the

necessary powen
1) To apply to the administrative, judicial and police
authorities of the Republic of Colombia, in any instance

or appeal, for obmining registration of pateats, wility
models, industrial models, as well as their assignments,

. extensions and changes of name; 2) To prepare, apply

for, obmin, execute and :egumr contracts, licenses,
authorizations and registrations of any]nnd.. 3) To
mle:veneasplmnffordefendan:,mmymsmuor
sppeal, before any judge, court, tribunal, corporation,
public officer or authonty in any judicial, administrative
or police action, caducity and nullity actions; recovery
actions, actions arising from obtainment and working of
hoenle _agreeqm_:u; af:unns dedling  with unfair

fordnmges complaints or remarks on patent matters;
the performance of precautionary measures, and in aay
other similar action, measure or appeal related 1o
patents.

To this effect, I (we) hereby authorize him to file

appllcauons,mah descnpucm protests, lmnndmmn

tions, oppositions, -
claims; to pay taxes, qtmmdhmupmvxded.\by
Law; to waive or abandon granted rights or rights in

process of being granted, "to receive all kind of .
documents

and securities; to issue thé respective releases
and, in general, to take, before said suthorities, pertinent
steps to the above mentioned purposes and take all
measures they may deem advisahle to protect my (our)
interests, with all other necessary legal faculties, and I
(we) he:ebydeclareugoodandwlldvqhneverthe
attorneys should do to my (our) benefit.
This power comprises the authority 1o ratify or confirm
on my (our) behalf any action, as well as the faculty of
receiving,  conciliating,  desisting,  transacting,
compromising, substituting and revoking substitutions,
taking notifications, and appointing judicial or extra-
judicial attoreys.
Signed in on this day of of

Sanoﬁ-Avenus Deutschland

¢
¢
G. HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA
Yo (nosou'os) , obrando en
propio y representacién de, con domicilio

, sombro(amos) 1 LUIS PATINO LEYVA
y/o GUSTAVO HOLLMANN RESTREPQ, coq =
domicilio en Bogota D.C, Repiiblica de Colombia, Cra 11% %%
No 94-76, Oficina. 308, apoderado verdadero y legal, con
pod:re:pecnl,a.mphoysuﬁamte
1) Para recabar de ks oficinas y autoridades colombianas
administrativas, judiciales y de policia en cualquier instancia o
recurso, la obtencién de patentes de invencion, modelos de
utilidad, dibujos y modelos industrisles, asf como sus
mpm.ptfnmguyﬂmbmdcnomme) Elaborar,
tramitar, solicitar, obtener, realizar, ejecutar y registrar
contm:o:,limnms autorzaciones yreglsuusdecm]esqmm
clases; 3) Intervenir como demandame o como demandado
en instancia y recurso y ante cualquier juez, entidad,
corporacidn, funcionario piiblico o sutondad en acciones
judiciales, administrativas y de pohdn, acciones
reivindicatorias; acciones denvadas de la obtencién o
explmnbndeheenms acciones de competencia desleal,
demandas penales y civiles; acciones de indemnizacidn de
perjuicios, reclamos, u observaciones a cualquier asunto
sobre patentes; nlejeluﬂodcnnd:dascatmelnesy
cualesquiera otras acciones, medidas o recursos similares
relacionados con patentes
Auueefe:to,lofacuhampandemso]m::des fomm]a.r:j;;
descripciones,  enmiendas,  protestas, declaraciones,”
oposiciones, cancelaciones, apelaciones y reclamos; pagar
impuestos, Cuotas y gravamenes prescritos por la Ley;
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de
concesiém; recibir toda clase de documentos y valores dando
al descargo respectivo, y en general, para dar ante dichas
awtoridades todos los pasos necesarios al efecto indicado y
tomas todas las medidas que creyeren conducentes al

- resguardo de mis (nueswos) intereses, con todas las
facultades

necesanias, y por este documento desde ahora
declaro(amos) vilido y bueno todo cuanto los apoderados
hicieren en mi (nuestro) beneficio.
Este poder comprende I facultad de matificar, o confirmar en
m(nuuuo)nnmbmlomdo,asshfacu]mdde
recibir, coneiliar, desistir, transigir, comprometer, sustituir y
revocar sustituciones, recibir notificaciones y nombrar

apoderados judiciales o extrajudiciales.
Firmado en e de de




Nummer 1529/2005 der Urkundenmlle

Dar Notar verslichert, dz8 er dis
Beteiligten nach einer Vorbafasgung
im Sinng des § 3 Abp. 1 Satz 1 Nx. 7
BeurkG gerfragt hat. Die Frage wurde
varreint. :

Die vorstshanden, haute vor mir
anerkannten Unterschriften von

The Notary Public conifirms, that he
has askad the participants, if theram
has been a prior involvamsnt in the
meaning of § 3 section 1 sentence 1
No. 7 BeurkC {Law on Notariszation).
This question wag answared in thse
negativa.

It is officially certified
that

l. Prokurist Dr. Elmar-Michael Wein, Niedsrahsausen,
2. Bandlungsbevollmiichtigter Dieter Breuer, Frankfurt,

» sdan hiermit beglaubigt.
Sie sind mir parsdnlich bekannt.

Gleichzeitig wird bestStigt, das die
Personan zu 1) und 2) gemeinsam

gelchnungs- und vertretungsberechtigt

8lnd fdr die

Sanofi-Aventis Dautschland GmbA

laut Eintragurng im Handeldregister -RR B
40661-, das vom Notar am 10. Oktobar 2005
eipgesehan wurde, bzw. lt. vorlilagendar

Vollmacht.
Frankfurt am Maln, den Ol.
Kostanrechnung :

have signed this documant,
They are personally known to ma.

At the same time it is confirmed
that the persons 1) and 2) are en-
titled to jointly sign and represert
in legally binding manner the

in Frankfurt am Nain

according to the Commercial
Ragister -HR B 40661-, which has
been inspected by the Notary Public
on Octobar 10, 2005, or according to
the letier of authorization, which I
have before me.

Friedrich, Notar

Gablhr §§ 141, 32, 45 Kost.O. 13,50 EUR
Gabdhxr § 150 Kost.O. 13,-- EUR
Stausr 16 X 4,24 EUR
30,74 EUR
- -

e



APOSTILLE

(Convention de la Haye du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Deutschland

Diese tffentliche Urkunde
2. ist unterschrieben von Friedrich
3. in seiner Eigensachaft als amtlich besteliter Notar
4. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempal des(der)
Notars .

Bestitigt

§. In Frankfurt/Main 6. am 05.12.05
7. durch den Herrn Priisidenten des Langdgerichts
8. unter Nr. 91 Ea A 9637 Y

9. Siegel/Stempel 10. Unggrschrift

/
LA, s1mLok

] '-
> al
4
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[Traduceidn Oficial del Alemdn]

Registro Notarial Nimero 1529/2005

El suscrito Notarico confirma que é1 preguntd a los participantes
acerca de un eventual impedimento en el pentido del Articulo 3 inci-

80 1 frase 1 numeral 7 de la Ley de Notarizacién. lLa prequnta fue
contestada negativamente.

Autentico oficialmente las firmas que aparecen anteriormente, las

cuales fueron reconocidas en mi presencia el dia de hoy como las su-
yas propias por

1. Apocderado Dr. Elmar-Michael Wein, domicilio Niedernhausen,
2. Apoderado bieter Breuer, domicilio Frankfurt,

quienes son conocidos personalmente por el suscrito Notario.

Al mismo tiempo confirmo que las personas sefialadas en 1) y 2) se
encuentran legalmente autorizados para firmar conjuntamente en nom-
bre y representacién de la compafiia

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
domiciliada en Frankfurt am Main

segin consta en la correspondiente entrada del Registro Comercial
HRB 40661 del Juzgado Municipal de Frankfurt am Main que fue revisa-
do por el Notario el dia 10 de Octubre de 2005 o segin consta en el
poder que &1 ha tenido a la visata.

Frankfurt am Main, 01 de Diciembre _de 2005

KLAUS PETER FRIEDRICH, NOTARIC EN FRAN

Nota de gastos:

Valor del negocio: 10.000,-- EUROS _
Impuesto Articulo 141, 32, 45 Disp. Impuestos .,§0 EUROS
Impuesto Articulo 150 Dispos;cién de Impuestos 13,i_ EUROS
I.V.A. 16% 4,24 EUROS

Total: 30,74 EUROS

Klaus Peter Friedrich, Notario (Firma)

S N

e
e
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10.

APOSTILLA

>

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Repiiblica Federal de Alemanila
Este documento piblico

Ha sido firmado por: Friedrich

En su calidad de: Notario nombrado oficialmente

Y lleva el sello oficial del: Notario
Confirmado

En: Frankfurt am Main
El dia: 05.12.05

Por: El1 Sefilor Presidente del Tribunal Regional

Bajo el No.: 91 Ea A 9637

Sello: EL PRESIDENTE DEL TRIBUNAL REGIONAL

EN FRANKFURT AM MAIN

Firma: Por encargo: Simon

..
-y
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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 Eigentu
Intemationales Bliro

(43) Internationales Ver&Tentlichungsdgium
19. Mai 2005 (19.05.2005)

(10) lnternationale Verdffentilichu ommer

WO 2005/044803 Al

(51) Internationale Patentkiassdfikallon™
Y13, AGLK 31/55, AG1P 3500

CO7D 22¥10,

(21) Inlemationales Akienxeichen: PCT/EP2004/01 1244 /

(22) Iniernatlonales Anmeldedatum:
8. Oktober 2004 (08.10.2004)

(25) Elnrelchungssprache Deutsch

(26) VerbiTentlichungssprache: Deutsch
Lit:

(30) Angaben xur /
24. Oktober 2003 {24.10.2003) / DE

103 49 669.6

(71) Aomelder (fir alle Bestimmungssiaaien mis Ausnahme
vor US): AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND
GMBH [DBE/DE]; Briningstrasse 50. 95929 Frankfort

(DE).

(72) Exdinder; und /

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir USy: HO . Holger
[DE/DE]; F.m-wwig-gr’use 5, §4646 Heppenheim
(DE). HAAG-RICHTER, Sabine [Véx;l str.
1, 60322 Frankfurt (DE). KURZ, Michud [DE/DEL

Erlenweg 7, 65719 Hofheim (DE). TIETGEN, Heko
[DE/DE]; Karolinger Strasse 19, 55130 Mainz (DE).

(81) Bestimmungsstaaten (sowell nich! anders angegeben, fiir
Jede verflighare nationale Schurzrechisart): AE, AG, AL,
AM, AT, AU, AZ BA,BB, BG, BR,BW,BY, BZ, CA.CH.
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DX, DM, DZ, EC, ER, EG, ES,
Fl1, GB, GD. GE, GH. GM. HR, HU, ID. IL, IN. IS, JP. KE,
KG, KP. KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV. MA, MD,
MG, MK: MN, MW, MX. MZ, NA, NI, NO, NZ, OM. PG,
PH, PL, PT, RO, RU, 5C, 5D, SE, 5G, SK, 5L, SY, T], T™,
TN, TR, TT, TZ, UA. UG, US, UZ. VC, VN, YU. ZA, ZM,
zw.

(84) Bestimmungsstaaten (soweil nlchi anders angegeben, fiir
jede verfigbare regionale Schutzrechssart): ARIPO (BW,
GH. GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
M, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
'TJ, TM). europlisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ,DE. DK,
EE, ES, F1, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, FL, PT,
RO, SE. SI. SK, TR), OAP1 (BF, B), CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

VerGiTentlicht:
=—  mit internationalem Recherchenbericht

Zur Erkifirung der Zweibuchsiaben-Codes und der anderen Ab-
krcungen wind auf die Erklirungen {"Guidance Notes an Co-
des and Abbreviations”™) am Anfang jeder reguliren Ausgabe der
PCT-Gazetie verwiesen

mms TREATMENT OF CANCER

=

=

= BEHANDLUNG VON KREBSERKRANKUNGEN
Rl

- N O ORy OR,
4 R & Ry
3 2 N

§ OMe OR,
&L sT200611 (DSM15898)

&

o

(54) Tile: BENGAMIDE DERIVATIVES, METHOD FOR THE PRODUCTICN THERECF AND USE THEREOF FOR THE

(54) Bezelchnung: BENGAMIDL-DERIVATE, VERFAHREN ZU THRER HERSTELLUNG UND IITRE VERWENDUNG ZUR

(57) Abstract: The invention relates o
bengamide derivatives which are formed
by the mico-organism Myxococrus
viresvens ST200611 (DSM 15398), during
fermenlation, 1o the use thereof for ihe
treatmenm of cancer, to medicaments
containing bengamide derivatives, 10 a
method for the production of bengamides
of formula (V), in addition to the
micro-organism Myxwcoccus  virescens

Y (57) Zusammenfessung: Die vorliegende Erfindung betrifft Bengamide-Derivate, die von dem Mikroorganismus Myxococcus vi-

o rescens ST20061§ (DSM 15898), wihrend der Fermentation gebildel werden. ihre Verwendung zur Behandlung von Krebserkran-
kungen, Bengamide-Derivate cnthaliende Arzneimiltel, ein Verfahren zur Hersicllang von Bengamiden der Formel (V), sowie den

Mikroorganismus Myxococeus wirescens ST200611 (DSM 15898).
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WO 2005044803 PCT/EP2004/011244

B.GA!;IIDE-DERIVATE, VERFRHREN ZU IHRER HERSTELLUNG UND 1HRE VERWENDUNG ZUR
BEHANDLUNG VON KREBSERFKRANKUNGENR

Krebs st eine zumelst tdlich verlaufende Erkrankung von Mensch und Tier, die durch
das unkontrollierts Wachsen von kérpereigenen Zellen verursacht wird. Krebs Ist die
Bezeichnung fiir dle Bildung von bdsartigen Geschwiisten (Malignome), von
Neoplasmen (Tumoren bzw. Carcinoma) oder fiir die maligne Entartung sowie
Relfungssttrung weiler Blutzellen (Leukamile, Blutkrebs). Krebe- oder Tumorzellen
entstehen durch Umwandlung kdrpereigener Zellen. Die BOsartigkeit der Krebszelle
drickt sich In der Autonomie des Wachstums aus, das heif3t in threr Féhigkeit,
ungehemmt und ohne Elnordnung in den Baupian der Organe und unter
Gowebszerstérung infiltrierend zu wachsen. Ein sicheres Zsichen der Malignitét ist die
Bildung tumorferner Absiedlungen (Metastasen) nach héimatogener oder lymphogener
Ausbreltung von Tumorzellen. Krebs gehtrt zu den hiufigsten Todes-ursachen des
Menschen und deshalb besteht ein groer Bedarf an Methoden und Mitteln zur
Heilung oder Behandlung von malignen Entartungen.

Die Méglichkeit einer Therapie maligner Tumoren umfasst neben der — wenn mbglich
radlkalen ~ operativen Entfernung des Tumors, die radiologische Therapie mit
Rontgenstrahien, a-, -, y-Strahlen, die Immuntherapie und die Chemotherapie. Die
Immuntherapie ist derzeit nur in eingeschriinktemn Mal anwendbar. Unter der
Chemotherapie von Tumoren verstaht man die Gabe von Zeligiften (Cytostatika) zur
Behandlung von Tumoren und von verbliebenen Tumorzellen zumeist nach lokaler
chirurgischer Bshandlung oder Bestrahlung. Diese Stoffe greifen spezifisch in
bestimmte Vorgange der Zellteilung ein, so dass Gewebe mit hohem Anteil an sich
teilenden Zellen, wie das rasch wachsende Tumorgewebe, empfindlicher reagieren.
Zum Elnsatz kommen. alkyllerende Verblndﬁngen. wie z. B. das Cyclophosphamid,
Antimetabolite, wie das Methotrexat, Alkaloide, wie das Vincristin und Antibiotika, wie
das Daunomycin oder das Adriamycin. All diese Agenzien haben aber aufgrund von
massiven Nebenwirkungen gro8e Nachteile, so dass der Tod der Erkrankten nur
hinausgezdgert, nicht jedoch abgewsndet wird. Zudem freten bei entarteten (Krebs-)
Zellen Resistenzen gegen dle angewandten Mittel auf, die derzeitigen Medikemente
wirken dann nicht mehr cytostatisch, wohl aber toxisch infolge der Nebenwirkungen.
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Zudem hat sich gezeigt, dass eine kombinierte bzw. sequentielle Anwendung von
Cytostatika die Wirksamkelt eines einzelnen Cytostatikums (Monotherapie) ibertrifft
und dadurch méglich Ist, dass sich die erheblichen Nebeneffekie bei der
Polychemotherapie nicht addleren. Aus all dlesen Grinden werden neue
Chemotherapeutika dringend benbtigt und deshalb weltweit gesucht.

Als erste Belspiele der Bengamide wurden dle am Caprolactamring dodecanoyl-
substituierten Bengamide A und B aus dem Meeresschwamm Jaspis cf. Corlacea
(Familie Coppatiidae, Ordnung Choristida B Astrophorida) isollert (Adamczewskl et al.,
J. Org. Chem. 1886, 51, 4497-4498) und als biotoxisch gegen eukaryotische Zeilen,
Nematoden und Bakterien beschriaben.

Beispiele flir Bengamide-Derivata, bei denen eine Antitumoraektivitat nachgewiasen
wurde, sind das Bengamide E

H
0
(jo OH OH
N -
H

OMe OH
und dessen N-methyliertes Derivat Bengamide F. Bengamide E hemmt dle
Zellproliferation dadurch, dass die Zeliteilung am G1/S Restriktionspunid und in der
G2/M Phase des Zsll-Zykius gestoppt wird. Bengamide B Derivate hemmen dle
Zellproliferation von MDA-MB-435 Brustkrebszelien (Kinder et al., J. Med. Chem.
2001, 44, 3692-3699).

Den bekannten Bengamide-Derivaten ist gemeinsam, dass sie aus Meeres-
schwimmen der Gattung Jaspis sp. oder Pachastrissa sp. Isoliert wurden (Thale et al.,
J. Org. Chem. 2001, 66, 1733-1741).

Es wurde nun gefunden, dass der Mikroorganismus-Stamm Myxococcus virescsns
$T200611 (DSM 15898), neuartige Bengamide-Derivate zu bilden vermag, die die
Zellproliferation in geringen Konzentrationen hemmen und demzufolge far die
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Behandiung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen geeignet sind.
Die voriiegende Erfindung betrifft eine Verbindung der Formel (1),
Ry

)]
wobei

R4 H oder (C1-Cg)-Alkyl,

R2 H oder OH, und

R3 H oder —-C(=0){C1-Cg)-Alkyl bedeutet,

oder eln physiologlsch vertriigliches Salz einer Verbindung der Formel (1).

Unabh&ngig voneinander ist R4 vorzugsweis"e H oder Mathyl, und R3 vorzugswelse H.
Bevorzugt betrifft die Erfindung eine Verbindung der Formel (1), worin

R4 H oder Methyi,

R2 H oder. OH, und

Ra H badeutet

(C4-Cg)-Alkyl bedeutet eine geradkettige oder verzweigte.AIkngmppe mit8

Kohlenstoffatomen, belsplelswelse Mettyl (Me), Ethyl, n-Propyl, iso-Propyi, tert-Butyl

oder n-Hexyl, vorzugsweise Methyt.

Femer betrifft die Erfindung eine Verbindung der Formel (I) gekennzeichnet durch eine

Verbindung der Formel (1t),

(i,

[0
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eine Verbindung der Formel (llI)

)

8
N 0o

OMe OH an,
und eine Verbindung der Formel (IV)
)
(o]
N 0 OH OH
HO N v
H

OMe OH (V).

Die vorilegende Erfindung betrifft welterhin alle offensichtiichen chemischen
Aquivelenten der erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (I). Solche
Aquivalente sind Verbindungen, die einen geringfigigen chemischen Unterschled
aufwelsen, und die gleiche pharmakologische Wirkung haben oder sich unter milden
"Bedingungen in die erfindungsgeméafen Verbindungen umwandeln. Zu den genannten
Aquivalenten gehdren z.B. auch Salze, Reduktionsprodukte, Oxidationsprodukte,
Ester, Ether, Acetale oder Amide der Verbindungen der Formel (1) sowie Aquivalents
die der Fachmann mit Standardmethoden herstellen kafin, darOber hinaus alle
aptische Antipoden, Diastereomeara und alle sterecisomeren Formen.

Die Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung elner Verbindung der Formel

V)
Ry

(v)i
wobel

Ry H oder (C1-Cg)-Alkyl,

®
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R2 H oder OH,

R3 H oder -C(=0)}(C1-Cg)-Alkyl, und

R4 Methyl oder Ethyl bedeutet,

oder eines physiologisch vertraglichen Salzes elner Verbindung der Formel (V),

dadurch gekennzeichnet, dass

1. der Stamm Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15868) oder einer seiner
Varianten und/oder Mutanten unter geeigneten Bedingungen in einem
Kulturmedium fermentiert wird, bis sich eine oder mehrere der Verbindungen der

~ Formel (V) In dem Kulturmedium anhguft,

2. eine Verbindung der Forme] (V) aus dem Kuliurmedium isoliert wird, und

3. die Verbindung der Formel} (V) gegebenenfalls derlivatisiert und/oder
gegebenentfalls in eln physiblogisch verirgliches Salz umgewandelt wird.

Vorzugsweise betrifft die Erfindung eln Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der

Formel (V), wobel R4 gleich Ethyl ist. Das Produkt eines soichen Verfahrens entspricht
elner Verbindung der Formel (l) wie oben beschrieben.

Besonders bevorzugt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer

Verbindung der Formel (V), wobel unabhanglg voneinander R¢ H oder Méthyl. Ra H,
und R4 Ethyl bedeutet.

Femer betrifft die Erfindung eln Verfahren zur Harstellung einer Verbindung der

Formel (Il), einer Verbindung der Formel (lll}, einer Vearbindung der Formel (IV), sowie
der Bengamide-Derivate E und F.

ChiralitBtszentren in den Verbindungen der (I) und (V) kBnnen, wenn nicht anders
angegeban, in der R- oder in der S-Konfiguration vorilegen. Die Erfindung betrifft
sowohl die optisch reinen Verbindungen als auch Stereocisomerengemische wie
Enantiomerengemische und Diastereomerengemische.

Unter physiologisch vertriglichen Salzen von Verbindungen der Formel (I) und (V)
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versteht man sowohl deren organische als auch anorganische Salze, wie sie In
Remington's Pharmaceutical Sciences (17. Auflage, Seite 1418 (1985)) baschrieben
sind. Aufgrund der physikalischen und chemischen Stabilitdt und der Laslichkeit sind
far saure Gruppen unter anderem Natrium-, Kallum-~, Calelum- und Ammoniumsalze
bevorzugt; fir baslsche Gruppen sind unter anderem Salze der Salzeéiure,
Schwefelsdure, Phosphorsure oder von Carbonsaduren oder Sulfonsiuren, wie

Z.B. Esslgsaure, Zitronensaure, Benzoesaure, Maleinsaure, Fumarsfiure, Weinsaure
und p-Toluolsulfons&ure bevorzugt.

Das Kulturmedium ist eine N&hrisung oder eln Festmedium mit mindestans einer
Oblichen Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie den Oblichen anorganischen Salzen.
Wird dem Kulturmedium Hydroxylysin zugesetzt, produziert der Starnm Myxococcus
virescens ST200611 (DSM 15888) durch Verdau -von Hydroxylysin eine Verbindung
der Formel (V), in der Rp gleich OH ist.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung
einer Verbindung der Formel (V) wie oben beschrieben, wobei R2 gleich OH ist, und
wobel das Kulturmedium In Schritt 1 Hydroxylysin enthiiit,

Das erfindungsgeméafe Verfahren kann fir die Fermentation im Labormafstab
(Milliliter- bls Literma@stab) und fOr den industriellen MaRstab (Kubikmeterma@isteb)
eingesetzt werde. ‘

Als Kohlenstoffquellen fiir die Fermentation eignen sich assimilierbare Kohlenhydrate
und Zuckeralkohole, wie Glukose, Lakiose, Saccharose cder D-Mannlit sowie
kohienhydrathaltige Naturprodukts, wie z.B. Malzextrakt oder Hefextrakt.
Stickstoffhaltige Nahrstoffe sind beispielsweise Aminoséuren; Peptide und Proteine
sowie deren Abbauprodukte, belspielswelse Casein, Peptone oder Tryptone;
Fleischextrakte; Hefeexirakte; Gluten; gemahlene Samen, beispielsweise von Mais,
Weizen, Bohnen, Soja oder der Baumwollpflanze; Destillationsrickstande der
Alkoholherstsllung; Fleischmehie; Hafeextrakte; Ammoniumealze; Nitrate.
Vorzugsweise ist die Stickstoffquelle ein oder mehrere synthetisch bzw. biosynthetisch
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gewonnene Peptide. Anorganische Salze sind belsplelsweise Chloride, Carbonate,
Sulfate oder Phosphate der Alkali- oder Erdalkalimetalle, Eisen, Zink, Kobalt und
Mangan enthalten. Spurenelemente sind beispielsweise Kobalt und Mangan.

Geeignete Badingungen fir die Bildung der erfindungsgeméfien Bengamide sind wie
folgt: Die Bildung der erfindungsgeméifen Bengamide verduft bevorzugt in einem
Kulturmediumn, die 0.05 bls 5 %, bevorzugt 0.1 bie 2.5% Hefextrakt; 0.2 bis 5.0%,
bevorzugt 0,1 bis 2 % Casitone; 0.02 bis 1.0%, bevorzugt 0.05 bis 0.5% CaClp x 2
H20; 0.02 bis 1.5%, bevorzugt 0.05 bis 0.7% MgS04 x 7H20 sowie 0.00001% bis
0.001% Cyanocobalamin enthilt. Die Angaben in Prozent sind jeweils bezogen auf
das Gewicht der gesamten Nahridsung.

Die Kultivierung des Mikroorganismus érfolgt aerob, also beispielsweise submers
unter Schiitieln oder Rihren in Schiittelkolben oder Fermentern oder auf Festmedium,
gegebenenfalls unter Einfilhren von Luft oder Sauerstoff. Sle kann In einem
Temperaturbereich von etwa 18 bis 35°C, vorzugsweise bal etwa 20 bis 32°C,
insbesondere bei 27 bis 30°C durchgefGhrt werden. Der pH-Bereich sollite zwischen 4
und 10 fiegen, vorzugsweise zwischen 6.5 und 7.5. Man kultiviert den
Mikroorganismus unter diesen Bedingungen im afigemeinen Ober einen Zeitraum von
2 bis 10 Tagen, vorzugsweise 72 bis 168 Stunden. Vortellhaft kultiviert man in
mehreren Stufen, d. h. man stelit zunéichst eine oder mehrere Vorkulturen in einem
fitissigen Nahrmedium her, die dann in das eigentliche Produktionsmedium, die
Hauptkultur, belspielsweise Im Volumenverhaitnis 1:10 bis 1:100, Gberimpft werden.
Die Vorkultur erhéilt man z. B., indem man den Stamm in Form von vegetativen Zellen
oder Fruchtkdrpem in eine Nahridsung Oberimpft und etwa 20 bis 120 Stunden,
bevorzugt 48 bis 96 Stunden, wachsen lasst. Vegetative Zellen und/oder Fruchtk&rper
kdnnen beispielswaise erhalten werden, indem man den Stamm etwa 1 bis 15 Tage,

bevorzugt 4 bis 10 Tage, auf elnem festen oder flissigen Nahrboden, belsplelsweise
Hefeagar wachsen lésst.

Die Isollerung bzw. Aufreinigung elnes Berigamide—Den‘vates der Formel! (V) aus dem
Kulturmedium erfolgt nach bekannten Methoden unter Berlicksichtigung der
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chemischen, physlkallschen und biologischen Eigenschaften der Naturstoffe. Zum
Testen der Konzeniration der jeweiligen Bengamide-Derivate im Kulturmedium oder in
den sinzelnen Isolisrungsstufen wurde HPLC verwendet, wobel die Menge der
gebldeten Substanz zweckmaBig mit einer Eichlésung verglichen wurde.

Zur Isolisrung werden die KulturbrOhe oder die Kultur samt Festmedium lyophilisiert,
anschlisBend werden die Bengamide-Derivate vom Lyophilisat mit einem organischen
Lasungamittel, beisplelsweisa Methanol oder 2-Propanol extrahiert. Die organische
Losungsmittelphase enthalt die erfindungsgemaiien Nahllrsbﬂ'a. sle wird
gegebenenfalls im Vekuum konzentriert und weiter aufgereinigt.

S

Die weltere Aufreinigung einer oder mehrerer erfindungsgemager Verbindungen

erfolgt durch Chmmatogmphh an geelgneten Materialien, vorzugsweise z. B. an
Molekularsieben, an Kieselgel, Aluminlumoxid, an lonenaustauschem oder an
Adsorberharzen bzw. an Umkehrphasen (reversed phase, RP). Mit Hilfe dieser
Chromatographie werden die Bengamide-Derivate getrennt. Die Chromatographie der
Bengamide-Derivate erfolgt mit gepufferten wassrigen LOsungen oder Gemischen von -
wiésarigen und organischen Lsungen.

Unter Gemischen von wéssrigen oder organischen L8sungen versteht man alle mit

Wasser mischbaren organischen Ldsemittel, vorzugsweise Methanol, 2-Propanol und
Acetonitril, in einer Konzentration von 5 bls 95 % Ldsemitiei, vorzugsweise 5 bis 40 % .
Lésemittel oder auch alle gepufferten wiissrigen L8sungen, die mit organischen

L6semitteln mischbar sind. Die zu verwendenden Puffer sind die gleichen wie oben
angegeben.

Die Trennung der Bengamide-Derivate aufgrund ihrer untarschiedlichen Polaritat
erfoigt mit Hilfe der Reversed Phase Chromatographie, beispielswelse an MCI®
(Adsorberharz von Mitsubishi, Japan) oder Amberlite XAD® (TOSOHAAS), oder an
welteren hydrophoben Materialien, wie zum Beisplel an RP-8- oder RP-18-Phasen.
AuBerdem kann die Trennung mit Hiife der Normalphasen~-Chromatographie, zum
Beispiel an Kieselgel, Aluminiumoxid und ahnlichen erfoigen.
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Die Chromatographle der Bengamide-Derivate erfolgt mit gepufferten, basischen oder
anges&uerten wassrigen Ldsungen oder Gemischen von whssrigen Losungen mit
Alkoholen oder anderen, mit Wasser mischbaren organischen Ldsemitteln. Als
organisches L dsemittel wird vorzugswelse Acetonliril und Methanol verwendet.

Unter gepufferten, basischen oder angesauerten wssrigen LOsungen varsteht man

z.B. Wasser, Phosphatpuffer, Ammoniumacetat, Citratpuffer in elner Konzentration

von bis zu 0,5 M sowie Ameisensaure, Essigséure, Trifluoressigséiure, Ammoniak,

Triethylamin oder allen harxiels@blichen, dem Fachmann bekannten Siuren und

Basen, vorzugswelse In einer Konzentration von bis zu 1 %. Bel gepufferten wissrigen
_Losungen wird 0,1 % Ammoniumacetat besonders bevorzugt.

Chromatographiert wurde mit einein Gradienten, der mit 100 % Wasser begann und
mit 100 % L&semittel endete, vorzugsweise wurde ein finearer Gradient von 5 bis 95 %
Acetonitril gefahren.

Altermnativ kann auch eine Gelchromatographie oder die Chromatographie an hydro-
phoben Phasen erfoigen. Die Gelchromatographie wird an Polyacrylamid- oder.
Mischpolymergelen durchgefihrt, wie z.B. Biogel-P 2® (Blorad) oder Fractogel

TSK HW 40® (Merck, Deutschland). Die Reihenfolge der vorgenannten
Chromatographien ist umkehrbar. '

Sofem Bengamide als Diastersomers vortiegen, kBnnen diese Ober bekannte
Methoden getrennt werden, beispielsweise durch Trennung Uber eine chirale S&ule.

Die Derivatisierung der OH-Gruppen in der Seftenkette der Verbindungen der Formeln
(1) bzw. (V) (R3 jeweils glelch H) zu einer Acylgruppe (R4 jewelis gleich
~C(=0)-{C4-Cg)-Alky!) erfoigt nach ansich bekannten Methoden (J. March, Advanced
Organic Chemistry, John Wiley & Sons, 4th Edition, 1982), beispielsweise durch
Umsetzung mit einem Saureanhydrid. Die Umsetzung mit Acetanhydrid zu einer
Verbindung der Formel (I) bzw. (V), in der R3 ~C(=0}-CHg3 bedeutet, beschreibt
beisplelswelse Adamczeski st al., J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 647-654.,

4
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Die Alkylierung der NH-Gruppe im Caprolactamring einer Verbindung der Formel (1)
oder (V) (R4 Jewsils gleich H) erfolgt ebenfalls nach ansich bekannten Methoden (J.
March, Advanced Organic Chemistry, John Wiley & Sons, 4th Edition, 1992),
beispielsweise durch Reaktion mit Me2CO3 oder Me2S04 zur Herstellung der
entsprechenden N-methyllerten Derivate, oder durch Reaktion mit (C4-Cg)-
Alkylbromid in Gegenwart einer Base.

Ein Isolat des Mikroorganismenstammes Myxococcus virescens ST200611 wurde bel

der Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),
Mascheroder Weg 1B, 38124 Braunschweig, Deutschiand, nach den Regein des

Budapester Verirages am 11.08.2003 unter der folgenden Nummer hinterlegt DSM “
15898.

Die vegetativen Zsllen des Stammes DSM 15898 haben die fUr Myxococcus virsscens
charakteristische Stibchenform. Auf festen NahrbBden bildet Myxococcus virescens
ST2006811 (DSM 15888) orange-gelbe Fruchtkdrper, weliche runde Myxosporen
enthalten.

Anstelle des Stammes Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898) kénnen auch
dessen Mutanten und/oder Varianten eingesetzt werden, die eln oder mehrere der
erfindungsgemaBen Verbindungen synthetisleren.

Eine Mutante ist ein Mikroarganismus, in dem ein oder mehrere Gene des Genoms .
modifiziert wurden, wobei das Gen oder die Gene funktionell und vererbbar erhalten
blelben, die fir die F&higkeit des Organismus verantwortlich sind, die erfinderische
Verbindung zu produzieren.

Solche Mutanten k8nnen in an sich bekannter Welse durch physikalische Mittel,
belspielswelse Bestrahlung, wie mit Ultraviolett- oder Rbntgenstrahlen, oder
chemische Mutagene, wie beispielsweise Ethyimethansulfonat (EMS); 2-Hydroxy-4-
methoxy-benzophenon (MOB) oder N-Methyl-N'-nitro-N-nltrosoguanidin (MNNG})
erzeugt werden, oder wie von Brock et al. in "Biology of Microorganism®, Prentice Hall,
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Seite 238-247 (1884) beschrieben.

Eine Variante ist ein Phenotyp des Mikroorganismus. Mikroorganismen haben die
Fahigkelt, sich an lhre Umgebung anzupassen und zeigen daher ausgepragte
physiologische FlexibilitAt. Bei der phenotyplschen Anpassung sind alle Zellen des
Mikroorganismus involviert, wobei die Art der Veranderung nicht genetisch
kondltiontert Ist und unter verinderten Bedingungen reversibel ist (H. Stolp, Microbiat
scology: organismus, habitats, activities. Cambridge University Press, Cambridge, GB,
Seite 180, 1988). '

Das Screening nach Mutanten und/oder Varianten, die ein oder mehrere der
erfindungsgemaRen Verbindungen synthetisieren, erfolgt nach folgendem Schema:
- Lyophilisierung des Fermentationsmediums;

- Bxraktion des Lyophilisats mit einem organischen Ldsungsmititel

- Extraktion der Verbindung aus dem Kulturfilirat mit Festphasen

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

Die heschriebenen Fermentationsbedingungen gelten fiir Myxococcus virescens
ST200611 (DSM 15898) sowie fir Mutanten und/oder Varianten davon.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist femer die Verwendung des _
Mikroorganismus Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898) oder eirger Mutante
undfoder Variante zur Harstellung einer Verbindung der Formel (V), insbesondere
einer Varbindung der Formel (IV), oder eines physlologisch vertréglichen Salzes
davon, wie oben beschrieben.

Zum Nachweis der Hommung der Zellprolferation bedient man sich eines Testes, der

auf der Bestimmung der intrazelluldren ATP-Konzentration beruht. Verwendet werden

kdnnen bekannte Tumor-Zalllinisn wie beispielsweise Hep-G2 und Colo205. In dlesem
Test dlent der ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen dabei in einer Luciferasereaktion
als Mall far die Zahl lebender Zellen.

2
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Die Verbindungen der Formel (I1)-(V!) wurden In elner Einzeidosls von 0.3 — 40 yM im
Tast eingesetzt und elne Dosisabhingigkelt als TC50-Wert angegeben, wabel (A)
" und (IIB) jeweils sine Diastareomer der Verbindung der Formel {I1) bedeuten:

Tabelle 1: Wirksamkelt der Bengamide im Zellproliferationstest
als TC50-Wert in M

Verbindung Hep-G2 Colo 205

() 16 27

(l1A) 17 133

(1B) 8 10

[{11)) ] 15

(V) >40 42

Bengamide E 38 48

Bengamide F 27 33

Gegenstand der Erfindung ist daher femer die Verwendung der Verbindung der
Formel (l) oder sines physiologisch vertriiglichen Salzes derselben als Arzneimittel in
der Human- oder Tiermedizin, insbesondere zur Behandiung und/oder Prophylaxe von
Krebserkrankungen. Vorzugsweise befrifft die Erfindung die Verwendung elner
Verbindung der Formel (I) oder elnes physiologisch vertriglichen Salzes zur
Behandlung von Brustkrebs, Darmkrebs, Magenkrebs, Leberkrebs, Gehimtumoren,
Ovarialtumoren, Speiserdhrenkrebs, Nierenkrebs, Muskelzellkarzinom, insbesondere
Kopf- und Nackenmuskelkarzinom.

Des welieran beftrifft die vorliegende Erfindung eln Arznelmittel mit einem Gehalt an
mindestens einer Verbindung der Formel (I} oder eines physiologisch vertréglichen
Saizes davon, wobel die Verbindung oder die Verbindungen der Formel (l) als soiche
in Substanz verabreicht werden kann oder bevorzugt in Mischung mit einem oder
mehreren der Oblichen pharmakologisch geelgneten Trger- oder Hifsstoffen
vorliegen.

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind im festen Zustand und in LOsungen Im
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pH-Bereich zwischen 2 und 9, insbesondere 5 und 7, stabil und lassen sich damit in
bliche galenische Zubereltungen einarbeiten.

Die erfindungsgemafen Arzneimittel kdnnen oral oder parenteral verabreicht werden,
aber auch eine rekiale Anwendung ist prinzipiell mbglich. Geeignete feste oder
filssige galenische Zubereltungsformen sind beisplelswelse Granulate, Pulver,
Tabletten, Dragees, (Mikro-)Kapsein, Zapfchen, Sirupe, Emuisionen, Suspensionen,
Aerosole, Tropfen oder injizierbare L#sungen in Ampullenform sowle Praparate mit
protrahierter Wirkstoff-Frelgabe, bel deren Herstellung blicherweise pharmakologisch
geelgnete Triger- oder Hilfsstoffe wie Spreng-, Binde-, Uberzugs-, Quellungs-, Glelt-
oder Schmiermittel, Geschmacksstoffe, Sa8ungsmittel oder LOsungsvermittier
Verwendung finden, belsplelsweise Magnesiumcarbonat, Titandioxid, Lakiose, Mannit
und andere Zucker, Talkum, MilchelweiBl, Gelatine, Starke, Vitamine, Cellulose und
ihre Derivats, tierische oder pfianziche Ole, Polyethyiengiykole und Lésungsmittel, wie
etwa sterlles Wasser, Alkohole, Glycerin und mehrwertige Alkohole.

Gegebenenfalls kdnnen die Dasierungeelnheiten far die orale Verabreichung
mikroverkapselt werden, um die Abgabe zu verzbgem oder (iber einen langeren
Zeltraum auszudehnen, wie beispielsweise durch Oberziehen oder Einbetten des
Wirkstoffs in Telichenform In geéign_ete Polymere, Wachse oder dergleichen.

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Préparate in Dosierungseinheiten
hergestsiit und verabreicht, wobei Jede Einheit als akiiven Bestandtell eine bestimmte
Dosis einer oder mehrerer Verbindungen der Bengamide-Derivate der Formel (1)
enthait. Bei feste‘n Doslerungseinheiten wie Tabletten, Kapseln und Suppositorien
kann dlese Dosis bis zu etwa 500 mg, bevorzugt jedoch etwa 0.1 bis 200 mg, und bei
Injektions!dsungen in Ampullenform bis zu etwa 200 mg, vorzugaweise aber etwa 0.5
bis 100 mg, pro Tag betragen. ’

Die zu verabreichende Tagesdosis Ist abhiinglg vom Kdrpergewicht, Alter, Geschlecht
und Zustand des Saugers. Unter Umstiinden k&nnen jedoch auch hdhare ader
niedrigere Tagesdosen angebracht sein. Die Verabrelchung der Tagesdosis kann
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sowohl durch Einmalgabe in Form einer einzeinen Dosierungseinheit oder aber in
mehreren kieineren Dosierungseinhelten als auch durch Mehrfachgabe unterteliter
Dosen In bestimmtan Intervallen erfolgen.

Die erfindungsgemaBen Arzneimittel werden dadurch hergestsiit, dass man ein oder
mehrere der erfindungsgemaRen Verbindungen der Formel (1) optional mit einem oder
mehraren der (iblichen Trger- oder Hilfsstoffe sowie in eine geeignete
Darreichungsform bringt.

Die folgenden Beispiele sollen der naheren Efduterung der Erfindung dlenen, ochne
die Breite der Erfindung in irgendeiner Weise zu begrenzen.

Sofern keine anderen Angaben gemacht werden, beziehen sich Prozentangaben auf
das Geﬂdﬂ. und Mischungsverhalinisse bei Fllissigkelten auf das Volumen.

. Beisplel 1: Elnlagerung bel ~135°C von Myxococcus virescens ST200811 (DSM
15888)

Eine Agarplatte (1% frische Backerhefe, 1% CaCla x 2H20, 20 mM HEPES,
0.00005% Cyanocobalamin, 1.5% Agar, pH 7.2) wird mit dem Stamm Myxococcus
virescens ST200611 (DSM 15888), beimpft und ca, 7 Tage bei 30° C inkublert. Die
Zellen dieser Oberflachenkultur werden mit elnem sterilen Spatel von der
Agaroberfliche gekratzt, in 0.5 mi Casltonemedium (1% Casltone (DIfco), 0.15%
MgSO4 x szo. pH 7.0) resuspendiert und bei -135°C gelagert.

Beispiel 2.  Herstellung elner Vorkultur Im Erlenmeyerkolben von Myxococcus
virescens ST200611 (DSM 15898)

100 mi Nahridsung (1% frische Backerhefe, 1% CaClz x 2H20, 20 mM HEPES,
0.00005% Cyanocobalamin, pH 7.2) in einem sterilen 300 m! Edenmeyerkolben
werden mit dem Stamm Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15888), beimpft und
4 Tage bei 30°C und 180 UpM auf einer rotierenden Schittelmaschine inkubiert. 5 ml

o
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dieser Vorkultur werden anschlieBend fur dle Herstellung der Hauptkulturen
verwendet.

Beisplel 3: Herstellung einer fillssigen Hauptkultur Myxococcus virescens ST200611
(DSM 15898)

Ein steriler 300 mi Edenmeyerkolben mit 100 mi der folgenden Nahrigsung (0.5%
Hefeextrakt, 0.5% Casltone, 0.1% CaClp x 2H20, 0.2% MgS04 x 7H20, 0.00005%
Cyanocobalamin, pH 7.4) wird mit 5 ml einer Vorkultur (s. Beispiel 2) oder einer auf
einer frischen Agarplatte gewachsensn Kultur (1% frische Backerhefe, 1% CaClo x
2H20, 20mM HEPES, 0.00005% Cyanocobalamin, pH 7.2, zusatzlich 1.5% Agar)
beimpft und auf einer Schittelmaschine bel 180 UpM und 30° C inkublert. Die
maximaie Produktion der erfindungsgemafien Bengamide ist nach 72-96 Stunden
emeicht. Zum Animpfen von 10 bis 200 L Fermentamn gentgt eine 72-86 Stunden alte

Submerskultur (Animpfmenge ca. 5-10%) aus der gleichen Nahridsung wie in Beisplel
2 beschrieben.

Beispiel 41 Herstallung einer flissigen Hauptkuttur Myxococcus virescens ST200611

(DSM 15898) unter Verfitterung von Hydroxylysin zur Produktion des Bengamid-
Derivates (IV)

Ein steriier 300 ml Erlanmayerko!ben'mlt 4100 ml der folgenden Nahridsung (0.5%
Hefeexirakt, 0.5% Casitone, 0.1% CaCly x 2H20, 0.2% MgS0O4 x 7H20, 0.00005%
Cyanocobalamin, sowie 1 mM Hydroxylysin pH 7.4) wird mit 5 ml elner Vorkultur aus
Beisplel 2 oder einer auf einer frischen Agarplatte gewachsenen Kultur (1% frische
Backerhefe, 1% CaCla x 2Ho0, 20 mM HEPES, 0.00005% Cyanocobalamin, pH 7.2,
zusétzlich 1.5% Agar) baimpft und auf einer Schattelmaschine bet 180 UpM und 30°C
inkubiert. Die maximale Produktion des Bengamide Derivates (IV) ist nach 72-96
Stunden emeicht. Die Analytik erfolgts mittel HPLC-MS. Zum Animpfen von 10 bis 200
L Fermentern genlgt elne 72-96 Stunden alte Submerskultur {Animpfmenge ca. 5-
10%) aus der gleichen N&hridsung wie in Beispiel 2 beschrieben.
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Beispiel 5: Herstellung von Bengamid-Derivaten im Fermenter

Die 10 L und 30 L Fermenter wurden unter folgenden Bedingungen betrieben:

Inokulum: ca. 5% ca. 9%

Fermenter: 30L 10L

Nahrmedium: siehe Beispiel 2 siehe Baeispief 2
Inkubationstemperatur: 30°C 30°C
Rohrergeschwindigkeit: 112 UpM 150 UpM

Beldftung: 8 LMin 4 Umin

pH Regulierung: abpH7.8aufpH7.5 abpH 8.1 auf pH 7.5
pO2 Regulierung: keine keine

Die pH Regulierung wurde immer mit 10% KOH, bzw. 10% H2504 durchgeflhrt.
Durch wiederhoite Zugabe von Clerol FBA 265 (Cognis Deutschland GmbH) kann die
Schaumbildung unterdrickt werden. Das Produktionsmaximum wird nach ca. 72 bis
96 Stunden erreicht.

Beispiel 6: Isolierung der Bengamide-Derivate (I1) und (111), sowie der Bengamide E
und F aus den Schiftelkulturen von Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15868)

Nach Besndigung der Fermentation Myxococcus virescens ST2006811 (DSM 15898)
wurde die Kulturbrihe aus Beispiel 3 (30 L Kulturbrohe) mitsamt der Bomasse
lyophilisiert und das Lyophllieat mit Methanol (2 x 5 L) extrahiert. Der Methanolextrakt

- wurde am Vakuum auf 1.2 L. reduziert und gnschllel!.end auf eine vorbereitete S#ule

aufgetragen, die mit ca. 1.5 Liter CHP-20P Material (MCI® Gel, 75-150p, Mitsubishi
Chemical Corporation) gefQiit war. Elulert wurde mit 95% Methanol. Der
Saulendurchfiuss (120 mi/min) wurde aufgefangen und im Vakuum auf sin Volumen
1.5 L reduzlett.

Beispiel 7: Vortrennung der Bengamide-Derivate (It} und (Il), sowie der Bengamide
E und F durch RP-18 Chromatographie
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1.5 L der nach Beispiel 8 gewcnnenen L&sung wurde auf eine Phenomenex Luna®
10u C18 (2) Saule (Grdke: 50 mm x 250 mm) mit Vorsfiule Luna® 10 C18 (2)
(Dimension: 21.2 mm x 60 mm) aufgetragen und mit einem Gradienten von 5% bis
85% Acetonitril in Wasser Ober 60 min eluiert (0.1 % Ammoniumacetat, pH 4.6
gingestelit mit Essigsaure). Der Durchfluss betrug 150 mi/min, die FraktionsgréBe 200
mi. Bengamide befanden sich in den Fraktionen 5-9, 10-11 und 12-14.

Belsplel 8: Reinigung der Bangamide-Derivate (I} und (!1I}, sowle der Bengamide E
und F

Die einzeinen Fraktionen aus Beispiel 7 wurden lyophilisiert und nochmals mittels
HPLC an einer Phenomenex Luna® 10 um C18 (2) Saule (Dimension: 21 mm x 250
mm) mit Vorsaule XTerra® Prep MS C18 10 um (Waters, Dimension: 19 x 10 mm)
sufgereinigt. Eluiert wurde mit einem Gradienten von 5% nach 40% Acetonitril in
Wasser Ober 40 min (mit Zusatz von 0.1% Ammoniumacetat, pH 8.8 eingestellt mit

[

Triethylamin). Der Saulendurchfluss (50 ml/min) wurde fraktioniert aufgefangen (Je 7,5 .

ml Fraktionen). Fraktion 5-9 aus Beispiel 7 enthielt die Verbindung der Formel (1) und
ergab nach Chromatographie und Lyophliisisren 88 mg Bengamid E (Reinhelt > 95%).
Die Fraktion 10-11 aus Beisplel 7 ergab nach Chromatographie 145 mg Bengamid (ll)
(Reinheit > 95%, Diastereomeren-Gemisch 70/30) und 5 mg Bengamid F (Reinheit >
95%). Aus der Fraktion 12-14 aus Belspiel 7 wurden 35 mg Bengamid (lll) (Reinheit >
95%) als Diastereomeren-Gemisch im Verhaltnis 75:25 erhaiten. Bei den
Diastereomeren handelt as sich jewells um die entsprechenden C-16 Epimere.

Beispiel 9: Isolierung des Hydroxy-Benga_mides (IV) aus den Schittelkulturen von
Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15888)

Nach Beendigung der Fermentation Myxococcus virescens 5T200811 (DSM 15898)
wurde die KulturbrOhe aus Beisplel 5 (10 L. Kulturbrihe) mitsamt der Biomasse
lyophilisiert und das Lyophilisat mit Methanol {2 x 3 L) extrahiert. Dar Methanolextrakt
wurde am Vakuum auf 400 ml reduzlert und anschiieend auf eine vorhereltete Saule
aufgetragen, die mit 0.6 Liter CHP-20P (MCl Gel, 75-150p, Mitsubishi Chemical
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Corporation) Material gefllt war. Eluiert wurde mit 5% bis 85% Methanol in Wasser.
Der S&ulendurchfluss (100 ml/min) wurde Gber 60 min fraktionlert aufgefangen (0.5
min pro Frakiion). Die das gewiinschts Derivat enthaltenden Fraktionen (Fraktion 45-
108) wurden zusammengefasst und im Vakuum auf ein Volumen von 700 ml reduziert.

Beispiel 10: Vorreinigung des Hydroxy-Bengamides (1V) durch RP-18
Chromatographle

Die Lbsung aus Beispiel 9 wurde anschliefend auf eine Phenomenex Luna® 10 C18
(2) Saule (GroRe: 50 mm x 250 mm) mit Vorsdule Phenomenex Luna® 10 ci8 (2)
(Dimenslon: 21.2 mm x 60 mm) aufgetragen und mit elnem Gradientan von 5% bis
40% Acetonitril in Wasser Ober 60 min eluiert {(0.1% Ammoniumacetat, pH 8.8
eingestelit mit Triethylamin). Der Durchfluss betrug 150 mi/min, die FraktionsgrdBe
225 ml. Fraktion 22 enthielt das gewlinschte Bengamide-Derivat.

Belsplal 11: Relnigung des Hydroxy-Bengamides (IV)

Fraktion 22 aus Beispiel 10 wurde lyopilisiert und nochmals mittels HPLC an einer
Phenomenex Luna® 10 zm C18 (2) SAule (Dimension: 21 mm x 250 mm) mit
Vorsdule Waters XTema® Prep MS C18 10 zm (Dimension: 19 x 10 mm) aufgereinigt.
Elulert wurde mit einem Gradlenten von 5 % nach 95% Acetonitril in Wasser Ober 60
min (mit Zusatz von 0.1% Ammoniumacetat, pH 4.6 eingesteltt mit Essigsiure). Der
Sautendurchfiuss (50 ml/min) wurde fraktioniert aufgefangen (je 7,5 ml Fraktionen).
Die Bengamide-haitigen Fraktionen kakﬂon 26-28) wurden vereinigt, entsalzt und
gefriergetrocknet. Dabel wurden 7 mg Bengamide (IV) als Diastereomnsren-Gemisch
im Verhaltnis 75:25 erhalten. '

Beispiel 12: Charakterisierung der Verbindung der Formel (I1)
Summenformel: C4gH32N205

Molekulargewicht: 372 47
Diastereomeren-Gemisch: 75:25
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Tabelle 2: NMR-chemische Verschiesbungen von Bengamide
(1), Diastereomerengemisch, ¢ = 3 mg/ml in DMSO, 300 K.

Position H 13¢
1 - 173.89
2 7.61 -
3 3.19/3.06 40.568
4 1.7411.20 28.75
5 1.87/1.84 27.55
6 1.871.36 30.72
7 439 51.27

|8 7.78 -
9 - 169.61
10 3.69 81.60
10-OMe 3.25 57.32
11 3.58 "|70.72
11-OH 4.46 -
12 3.33 72.80
12-OH 4.36 -
13 3.97 72.46
13-OH 4.56 -
14 5.37 120.05
15 548 136.57
16 1.89 37.41
18-Me 0.93 19.80
17 1.26 29.15
18 0.81 11.58
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Beispiel 13: Charakterisierung der Verbindung der Formel (liI)
Summenformel: C4gHa4N20g

Moiskulargewicht: 386,49
Diastereomeren-Gemisch: 75/25

Tabelle 3: NMR-chemische Verschiebungen von Bengamide

(Iih), Diastereomerengemisch, ¢ = 3 mg/ml in DMSO, 300 K.
Position 1H 3¢
1 - 17195
2 2.91 35.28
3 3.61/3.21 49.20
4 1.711.31 26.13
5 1.82/1.67 27.11
6 1.84/1.32 30.80
7 4.55 51.14
8 7.84 -
¢] - 169.54
10 3.69 81.55
10-OMe 3.25 57.28
11 3.57 70.69
11-OH . 445 -
12 3.33 72.77
12-OH 437 -
13 3.97 7247
13-OH 4.56 -
14 8.37 129.04
15 5.48 136.58
16 1.99 37.41
18-Me 0.83 19.89
17 1.26 29.15
18 0.81 11.58
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Beispiel 14: Charakterisisrung der Verbindung der Formel (IV)

Summenformel: C4gH32N207
Molekulargewicht: 388,46

Digstereomeren-Gemisch: 75/25

21

PCT/EP2004011244

Tabelle 4: NMR-chemische Verschiebungen von Bengamide
(1), Diastsreomerengemisch, ¢ = 3.1 mg/ml in DMSO, 300 K.
Position 1H 13¢

1 - 17345
2 7.55 -

3 3.35/3.02 45.05
4 3.74 63.48
4-OH 4.60 -

5 1.81/1.75 34.28
8 1.68/1.64 24.25
7 432 51.18
8 7.77 -

g - 160.63
10 3.70 81.59
10-OMe 3.26 57.30
11 3.58 70.73
11-OH 4.47 -

12 3.34 72.82
12-OH 438 -

13 3.97 7247
13-OH 456 -

14 5.37 129.06
15 5.48 136.57
16 189 - 3741
16-Ms 0.83 168.80
17 1.26 29.15

19
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18 0.81 11.58

Beispiel 15: Charakterisierung von Bengamide E

Summenformel: C417H3pN20g
5 Molekulargewicht: 358,44

Tabelle 5: NMR-chemieche Verschisbungen von
Bengamide E, ¢ = 3 mg/ml in DMSO, 300 K.
Positon |1H 13¢
1 - 174.01
2 7.91 -
3 3.19/3.06 40.56
4 1.74/1.20 28.75
5 1.87/1.84 27.56
8 1.87/1.36 30.72
7 439 §51.27
8 7.78 -
9 - 169.60
10 ~ [3.69 81.61
0OMe  |3.25 57.30
11 3.56 70.74
11-0H 4.49 -
12 3.33 72.78
12-OH 4.38 -
13 3.06 72.38
13-OH 4.57 "
14 5.38 127.68
15 5.58 137.85
16 2.24 30.08
17 0.95 2227
18 0.95 22.17
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Beispiel 16: Charakterisierung von Bengamide F

Summenformel: C4gH32N20g
Molekulargewicht: 372,47

Tabelle 8: NMR-chemische
Verschiabungen von Bengamide F,
¢ = 3 mg/ml in DMSO, 300 K.
Position 'H '
1 -
2 2.91
3 3.62/3.21
4 . [1.69/1.33
5 1.84/1.69
6 1.84/1.33
7 4.56
8 7.84
9 -
10 3.70
10-OMe |3.25
11 3.57
12 3.33
13 3.97
14 5.38
15 5.50
16 2.25
17 0.85
18 0.85

Beisplel 17: Trennung der Diastereomeren von Verbindung (lf)

Die Trennung des Diastereomerengemischs der Verbindung der Formel (Il) aus
Beisple! 8 erfoigte an einer chiralen Saule (AD/H, Daicel, 20 x 200mm, 0,5 ml Fluss,

90
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Laufmittel: Acetonitril:Methanol 4:1 + 0,1 % NH4Ac), Die optische Reinheit wurde auf
siner analytischen AD/H-Saule (Daicel) kontrolliert (4,8 x 250mm, 30°C, Laufmittel:
Acstonitril:Methanol 4:1 + 0,1% NHgAc, 0,75 ml Fluss, Rt Peak1: 9,9 min Rt Peak2:
10,2 min).

Tabelle 7: NMR-chemische Verschiebungen der Diastereomere von
Bengamide (il), c = 3 mg/mi in DMSO, 300 K.
H (A) "H(B) C (A) *C (B)
1 - - 173.99 173.99
2 7.91 7.91 - -
3 3.19/3.08 |3.19/3.08 40.56 40.56
2 1741120 (174120 |28.75 28.75
5 1.87/1.64 |1.87/1.64 27.55 27.55
6 1.8711.36 [1.87/1.36 30.72 30.72
7 439 439 51.27 51.27
8 7.78 7.78 - -
9 - - 166.61 169.61
10 3.69 3.89 81.60 81.60
10-OMe 3.25 3.25 57.32 67.32
11 3.58 3.58 70.72 70.77
11-OH 448 447 - -
12 3.33 3.33 72.80 72.85
12-CH 4.36 4.36 - -
13 3.97 3.97 7246 7237
13-OH 4.56 4.56 = -
14 5.37 5.38 129.05 129.01
15 5.48 5.40 136.57 136.44
16 1.99 1.99 37.41 37.28
16-Me 0.93 0.92 19.90 10.66
17 1.26 1.28 29.15 209.08
18 0.81 0.82 11.58 11.48
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Belspiel 18: Zell-Proliferationsmessungen an verschisdenen Tumorzelllinien

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden die Tumnorzelllinien Hep-G2 (ATCC No.
HB-8065) und COLO 205 (ATCC No. CCL-222) verwendet. Die Zelllinien wurden mit
1000 Zellen/well [Hep-G2] bezishungsweise 3500 Zellen/well [Colo205] in
Zetlkultturmedium ausgesiit und 4 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkublert.

Medium flr Hep-G2: Dulbecco’s modified Eagle's medium / Ham’s F12-Mix (Gibco);
NEAA (10% ; non essential amino acids, Gibco), Natrium-Pyruvat (1%, Glbco), L-
Glutamin (1%, Gibco), fetales Kalberserum (5%; PAA)).

Medium fir COLO 205: RPMI 1840 (Gibco), L-Glutamin (1%, Gibco), HEPES (1%,
Gibco), fetales Kélberserum {10%; PAA).

Nach 4 Stunden wurden die Verbindungen (i), (i}, (V) und die Bengamide E und F,
geltst in DMSO/Zellkutturmedium, in verschiedenen Verddnnungen zugegeben und
72 Stunden bel 37°C und 5% CO»9 Inkubiert. Die intrazeliulére ATP-

Gehaltsbestimmung erfoigte unter Verwendung des Testreagenz CellTiterGlo
{Promega).

Die Ergebnisse der Zellproliferationstests sind in Tabelle 1 beschrieben.
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Ansprache

1. Verbindung der Formel (), -
R

m
wobel

R1 H oder (C1-Cg)-Alkyl,

. R2 H oder OH, und

R3 H oder —-C(=O)}{C1-Cg)-Alkyl bedeutet,
oder ein physioclogisch vertrigliches Salz davon.

2. Verbindung gemaR Anspruch 1, wobei R1 H oder Methyl bedeutet.
3.  Verbindung gemaf einem der Anspriche 1 oder 2, wobel R3 H bedeutet.

4.  Verbindung gemaR einem der Anspriiche 1 bls 3, wobel Ry H oder Methyl,
Ro H oder OH, und R3 H bedeutet. - -

5. Verbindung gemif einem der Anspriche 1 bis 4, gekennzeichnet durch eine
Verbindung der Formel (l1)
’ H

(1).

6. Verbindung gem4R elnem der Anspriche 1 bis 4, gekennzelchnet durch eine
Verbindung der Formel (JI1)
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(1.
7. Verbindung gem8R einem der Anspriche 1 bis 4, gekennzsichnet durch sine
Verbindung der Formel (IV)
H

N O
HOGN
' H

8. Verwendung einer Verbindung der Formel (I) oder eines physiologisch
vertriiglichen Salzes davon gem&R einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Herstellung eines
Arzneimittal.

9. Verwendung einer Verbindung der Formel (1) oder eines physiologisch
vertraglichen Salzes davon gemaf elnem der Ansprlche 1 bis 7 zur Herstsllung eines

Arzneimittel zur Behandiung und/oder Prophylaxe von Krebserkrankungen.

10. Armeimittel mit einem Gehalt an mindestens einer Verbindung der Formel (1)

oder eines physiologisch vertriiglichen Salzes davon gem&R einem der Anspriiche 1
bis 7.

11.  Verfahren zur Herstellung einer Vearbindung der Formel (V),
R

9,‘)’
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wobei

R4 H oder (C1-Cg)-Aliyl,

R2 Hoder OH,

R3 H oder -C(=O){C1-Cg)-Alkyl, und

R4 Methyl oder Ethyl bedsutst,

oder eines physiologisch veririglichen Satzes einer Verbindung der Formel (V),

dadurch gekennzeichnet, dass

1. der Stamm Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898) oder elner selner
Varianten und/oder Mutanten unter gesigneton Bedingungen in einem
Kulturmedium fermentiert wird, bis sich eine oder mehrere der Verbindungen
der Formel (V) In dem Kulturmedium anhauft,

2. eine Verbindung der Formel (V) aus dem Kulturmedium isoliert wird, und

3. die Verbindung der Formel (V) gegebenenfalls derivatisiert und/oder in ein
physiologisch vertrigliches Salz umgewandelt wird.

12, Verfahren gemaR Anspruch 11, wobsl R4 gleich Ethyl ist.

13. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 11 oder 12, wobei unabhangig
voneinander R H oder Methyl, R3 H, und R4 Ethyl bedeuten.

14. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 11 bis 13, wobei R gleich OH ist, und
wobei das Kulturmedium Hydroxylysin enthélt.

15.  Mikroorganismus Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15888).
16. Verwendung des Mikroorganismus Myxococcus virescens ST200611 (DSM

15808) oder elner Mutante und/oder Variante davon zur Herstellung einer Verbindung
der Formel (V)
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(\) 8
wobei
R4 H oder (C4-Cg)-Alkyl,
Rz Hoder OH,

R3 H oder -C(=0){C1-Cg)-Alkyl, und
R4 Methyl oder Ethyl bedeutet,
oder eines physiologisch vertraglichen Salzes davon.
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(57) Resumen : La invencién se refiere a derivados de bengamida formados,
durante la fermentacién, por el microorganismo Myxococcus Virescens ST 200611
(DSM 15898), a su uso para tratar cdncer, a medicamentos que contienen derivados

de bengamida, a un método para preparar bengamidad de la fdrmula (V), y al
microorganismo Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898).
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DERIVADOS DE BENGAMIDA, METODO PARA SU PRODUCCION Y SU USO PA-
RA EL TRATAMIENTO DE CANCER

El cancer es una enfermedad que afecta a seres humanos y animales que, en
$uU mayor parte, es mortal y que estd causada por el crecimiento incontrolado de célu-
las endégenas. Cancer es el tdrmino que designa la formacién de tumores malignos
(malignomas) y de neoplasias (tumores o carcinomas), o la degeneracién maligna y la
maduracién alterada de leucocitos (leucemia, cancer de la sangre). Las células cance-
rosas o las células tumorales surgen como consecuencia de la transformacién de célu-
las enddgenas. El cardcter maligno de la célula cancerosa se expresa por la autono-
mia de su crecimiento, es decir, la capacidad de la célula para crecer de manera no
inhibida y sin ajustarse a la estructura de los drganos, asl como para crecer a modo de
infiltracién, destruyendo, de esta forma, el tejido. La formacién de diseminaciones (me-
tastasis) a distancia del tumor, después de que se hayan diseminado células tumora-
les a través de la sangre o la linfa, es un signo seguro de malignidad. El céncer es una
de las causas méds frecuentes de muerte en el ser humano y existe, por consiguiente,
una elevada necesidad de métodos y medios para curar o tratar las degeneraciones
malignas.

Aparte de la eliminacién quinirgica, a ser posible, radical, del tumor, las posibi-

Yo

)

lidades para tratar tumores malignos incluyen radioterapia, utilizando rayos X, rayos a, -

rayos B y rayos y, inmunoterapia y quimioterapia. En la actualidad, la inmunoterapia
sélo se puade emplear en un grado limitado. Por quimioterapia de tumores se entiende
la administracién de venenos celulares (agentes citostéticos) para tratar tumores y las
células tumorales que permanecen habitualmente después del tratamiento quinirgico
local o la imadiacion. Estas sustancias interfieren de manera especifica con ciertos
procesos de division celular, lo que significa que los tejidos que contienen una elevada
proporcion de células en division, tales como los tejidos tumorales de répido crecimien-
to, reaccionan de forma mas sensible. Los agentes citostdticos que se utilizan son
compuestos alquilantes tales como ciclofosfamida, antimetabolitos tales como meto-
trexate, alcaloides tales como vincristina, y antibidticos tales como daunomicina o
adriamicina. Sin embargo, debido a los masivos efectos secundarios, todos estos
agentes presentan graves inconvenientes, de modo que sdélo se retrasa, pero no se
evita la muerte del paciente afectado. Ademas, las células degeneradas (cancerosas)
desamollan resistencias a los agentes que se utilizan; aunque los medicamentos que
se emplean en ese momento ya no exhiben efecto citostatico, siguen siendo téxicos
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como consecuencia de los efectos secundarios. Adicionalments, se ha observado que
la eficacia alcanzada mediante el uso de agentes citostaticos en combinacién o de
forma secuencial es superior a la que se logra con el uso de un Unico agente citostati-
co (monoterapia) y, por lo tanto, es posible que los efectos secundarios sustanciales
no sean aditivos en relacién con la poliquimioterapia. Por todas estas razones, se ne-
cesitan urgentemente nuevos agentes quimioterapéuticos y se les investiga, por con-
siguients, en todo el mundo.

Los primeros ejemplos de bengamidas fueron las bengamidas A y B, que estén
sustituidas con dodecanolio en el anillo de caprolactama, y que se alslan de la esponja
marina Jaspis cf. Coriacea (familia Coppatiidae, orden Choristida B Astrophorida)
{Adamczewski et al., J. Om. Chem. 1986, 51, 4497-4498), y que se ha comunicado
que resultan biotéxicas para células eucariotas, nematodos y bacterias.

Bengamida E

y su derivado N-metilado, bengamida F, son eJemplos de derivados de bengamida que
han demostrado poseer actividad antitumoral. Bengamida E inhibe la proliferacién ce-
lular al detener la division celular en el punto de restriccion G1/S y en la fase G2/M del
ciclo celular. Los derivados de bengamida B inhiben la proliferacién de células de can-
cer de mama MDA-MB-435 (Kinder et al., J. Med. Chem. 2001, 44, 3692-3689).

Una caracteristica comin de los derivados de bengamida conocidos es que se
les ha aislado de esponjas marinas del género Jaspis sp. o Pachasirissa sp. (Thale et
al., J. Org. Chem, 2001, 88, 1733-1741).

Se ha encontrado ahora que la cepa de microorganismos Myxococcus vires-
cens ST200611 (DSM 15898) es capaz de formar nuevos derivados de bengamida
que inhiben la proliferacién celular a bajas concentraciones y que, por lo tanto, son
adecuados para ser utilizados en el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades on-

-coldgicas.

La presente invenci6n se refiere a un compuesto de la férmula (1),
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en ia que
R, es H o alquilo-(C4-Cs),
Rz esHuOH,y
Rs es H o —C(=0}-alquilo-(C-Cs),
0 a una sal fisiolégicamente aceptable de un compuesto de la formula (1).

De forma independiente entre sl, R, es, preferentemente, H o metilo, y R, es,
preferentemente, H.

La invencion se refiere, preferentemente, a un compuesto de la férmula (1) en la
que
R, es H o metilo,
Rz es HuOH, y
Rs es H.

Alquilo-(C+-Ce) €8s un grupo alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene has-
ta 68 4&tomos de carbono, por ejemplo, metilo (Me), etilo, n-propilo, isopropilo, terc-butilo
o n-hexilo, preferentemente, metilo.

Adicionaimente, la invencién se refiere a un compuesto de la formula () que se
distingue por un compuesto de la formula (H)

y un compuesto de la formula (IV)



V).

La presente invencién se refiere, ademas, a todos los equivalentes quimicos
evidentes de los compuestos de la férmula (I) segln la invencién. Estos equivalentes
5 son compuestos que exhiben sélo una ligera diferencia quimica y poseen el mismo
efecto farmacoldgico, o que se convierten en los compuestos seg(n la invencién bajo
condiciones suaves. Dichos equivalentes incluyen también, por ejemplo, sales, produc-
tos de reduccién, productos de oxidacion, ésteres, éteres, acetales o amidas de los
compuestos de la formula (I), asi como equivalentes que el experio puede preparar
10 usando métodos convencionales y, adicionalmente, todas las antipodas épticas y dias-

tersoisémeros y todas ias formas esterecisémeras. .
La invencién se refiere también a un procedimiento para preparar un compues-

to de la férmula (V)

. ?1.0_ e . )
R
L, . .
15 enlaque

R es H o alquilo-(C,-C,),
Rz es HuOH,
Rs es H o =C(=0)-alquilo-(C4-Ca), ¥
Ry o8 metilo o etilo,
20 o una sal fisiolégicamente aceptable de un compuesto de la formula (V),
que comprende
1. la fermentacién de la cepa Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898),
0 una de sus variantes y/o mutantes, bajo condiciones adecuadas en un
medio de cultivo hasta que se acumule uno o méas de los compuestos de la
25 férmula (V) en el medio de cultivo,
2. aisiamiento de un compuesto de la férmula (V) desde el medio de cultivo, y
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3. derivatizacion del compuesto de la férmula (V), cuando sea apropiada, y/o,
cuando resulte adecuado, conversion en una sal fisiolbgicamente acepta-
ble.

La invencién se refiere, preferentemente, a un procedimiento para preparar un
compuesto de la formula (V) en el que R, es etilo. El producto de dicho procedimiento
corresponde a un compuesto de la férmula (1) anteriormente descrito.

La invencién se refiere, de manera particularmente preferida, a un procedimien-
to para preparar un compuesto de la formula (V) en el que, de forma independiente
entre si, R, es H o metilo, R; es H y R, es etilo.

Ademds, la invencién se refiere a un procedimiento para preparar un compues-
to de la férmula (ll), un compuesto de la formula (lll) y un compuesto de la férmula (IV),
asl como los derivados de bengamidaE y F.

A menos que se indique lo contrario, los centros quirales en los compuestos de
las formulas (1) y (V) pueden encontrarse presentes en configuracion R o en configura-
cién S. La invencién se refiere tanto a los compuestos épticamente puros como a las
mezclas esterecisbmeras tales como mezclas enantidmeras y mezclas diastereoisd-
meras.

Como sales fisioldégicamente aceptables de los compuestos de las férmulas (1)
y (V) se entienden tanto sus sales organicas como sus sales inorganicas, como se
describen en Remington's Pharmacsutical Sciences (17* edicién, pagina 1418 (1985)).
Debido a su estabilidad fisica y quimica y a su solubilidad, se prefieren las sales de
sodio, potasio, calcio y amonio, entre otras, para grupos acidos; se prefieren las sales
del dcido clorhidrico, écido sulflirico o acido fosforico, o de dcidos carboxllicos o acidos
sulfénicos tales como acido acético, acido citrico, acido benzoico, dcido maleico, acido
fumarico, dcido tartarico y acido p-toluenosulfénico, entre otras, para grupos béasicos.

El medio de cultivo es una solucién de nutrientes o un medio sdlido que contie-
ne al menos una fuente habitual de carbono y una fuente de nitrbgeno, asi como sales
inorgdnicas habituales. Si se agrega hidroxilisina al medio de cultivo, la cepa de Myxo-
coceus virescens ST200811 (DSM 15888) produce un compuesto de la férmula (V) en
el que R; es OH como consecuencia de la digestién de hidroxilisina.

Por lo tanto, una parte del objeto de la presente invencién es un procedimiento
para preparar un compuesto de la férmula (V), anteriormente descrita, en el que R; 8s
OH y en el que el medio de cultivo en la etapa 1 contiene hidroxilisina.
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El procedimiento segin la invencién se puede utilizar para fermentar a escala
de laboratorio (escala de mililitro a litro), y para fermentar a escala industrial {(escala de
metro clbico).

Fuentes de carbono adecuadas para la fermentacién son hidratos de carbono y
alcoholes sacéricos asimilables tales como glucosa, lactosa, sacarosa o D-manitol, asl
como productos naturales que contienen hidratos de carbono tales como extracto de
malta o extracto de levadura. Ejemplos de nulrientes que contienen nitrégeno son
aminoécidos, péptidos y protelnas, asl como sus productos de degradacién, por ejem-
plo, caselna, peptonas o triptonas; extractos de came, extractos de levadura; gluten;
semillas trituradas, por ejemplo, de mafz, trigo, habas, soja o de la planta del algodén;
residuos de destilaciéon de la produccion de alcohol; harinas de came; extractos de
levadura; sales de amonio; nitratos. Se prefiere que la fuente de nitrégeno sea uno o
miultiples péptidos obtenidos por sintesis o biosintesis. Ejemplos de sales inorgdnicas
son cloruros, carbonatos, sulfatos o fosfatos de metales alcalinos, metales alcalino-
témeos, hierro, cinc, cobalto y manganeso. Ejemplos de elementos traza son cobalto'y
manganeso.

Condiciones adecuadas para formar bengamidas segin la invencién son las si-
guientes: las bengamidas segun la invencién se forman, preferentemente, en un medio
de cultivo que contiene 0,05 a 5%, preferentemente, 0,1 a 2,5% de extracto de levadu-
ra; 0,2 a 5,0%, preferentemente, 0,1 a 2% de casitona; 0,02 a 1,0%, preferentemente,
0,05 a 0,5% de CaCl, x 2 H,0; 0,02 a 1,5%, preferentements, 0,05 a 0,7% de MgSO, x
7 H;0, y 0,00001% a 0,001% de cianocobalamina. Los valores porcentuales indicados
estdn basados, en todos los casos, en el peso de la solucidn de nutrientes total.

El microorganismo se cultiva bajo condiciones aerdbicas, es decir, por ejemplo,
sumergido, mientras se agita 0 remueve en frascos de agitacién o fermentadores, o en
medio sdlido, cuando resulte apropiado, mientras se hace pasar aire u oxigeno. Los
microorganismos se pueden cultivar en un intervalo de temperatura de aproximada-
mente 18 a 35°C, preferentemente, de aproximadamente 20 a 32°C y, en particular, de
aproximadamente 27 a 30°C. El intervalo de pH debe estar comprendido entre 4 y 10,
preferentemente, entre 6,5 y 7,5. Por lo general, el microorganismo se cultiva bajo es-
tas condiciones durante un periodo de 2 a 10 dlas, preferentements, de 72 a 168
horas. De manera ventajosa, a8l microorganismo se cultiva en varias etapas, es decir,
se preparan iniciaimente uno o multiples cultivos preliminares en un medio de nutrien-
tes liquido, inoculando entonces estos cultivos preliminares en el medio de produccién
real, es decir, el cultive principal, por ejemplo, en una relacién por volumen de 1:10
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hasta 1:100. El cultivo preliminar se obtiene, por ejemplo, inoculando la cepa, en forma
de células vegetativas o cuerpos fructiferos, en una solucién nutriente y dejandola cre-
cer durante aproximadamente 20 a 120 horas, preferentemente, desde 48 a 96 horas.
Se pueden obtener células vegetativas y/o cuerpos fructiferos dejando crecer la cepa,
por ejemplo, durante 1 a 15 dlas, preferentemente, 4 a 10 dias, sobre un sustrato nu-
triente sélido o Hquido, por ejemplo, agar de levadura.

Se alsla o purifica un derivado de bengamida de la férmula {V) a partir del me-
dio de cultivo, usando métodos conocidos y teniendo en consideracién las propiedades
quimicas, fisicas y bioldgicas de las sustancias naturales. Se empleé HPLC para ana-
lizar Jas concentraciones de los respectivos derivados de bengamida en el medio de
cultivo 0 en las etapas individuales de aislamiento, comparando convenientemente la
cantidad de sustancia formada con una solucién de calibracion.

Para este aislamiento, el caldo de cultivo, o el cultivo junto con el medio sdlido,
se liofilizan, tras lo cual se extraen los derivados de bengamida del liofilizado usando
un disolvente organico, por ejemplo, metanol o 2-propanol. La fase de disolvente orgé-
nico contiene las sustancias naturales seguin la invencién; cuando es adecuado, se
concentra al vaclo y se somete a una purificacion adicional.

La purificacién adicional de uno o muttiples compuestos segun la invencién se
realiza por cromatografia sobre materiales adecuados, preferentemente, por ejemplo,
sobre tamices moleculares, sobre gel de silice, sobre dxido de aluminio, sobre inter-
cambiadores de iones, o sobre resinas adsorbentes o sobre fases inversas (RP). Esta
cromatografia se utiliza para separar los derivados de bengamida. Los derivados de
bengamida se cromatograflan usando soluciones acuosas tamponadas o mezclas de
soluciones acuosas y organicas.

Como mezclas de soluciones acuosas u organicas se entienden todos los di-
solventes organicos miscibles con agua, preferentemente, metanol, 2-propanol o ace-
tonitrilo, en una concentracién de 5 a 95% de disolvente, preferentemente, 5 a 40% de
disolvente, o todas las soluciones acuosas tamponadas que son miscibles con disol-
ventes orgénicos. Los tampones que se deben utilizar son los mismos que se han es-
pecificado anteriorments.

Los derivados de bengamida se separan, sobre la base de sus diferentes pola-
ridades, por medio de cromatografla de fase inversa, por ejemplo, sobre MC! (resina
adsorbente de Mitsubishi, Jap6n), o0 Amberlite XAD® (TOSOHAAS), o sobre otros ma-
teriales hidréfobos, por ejemplo, sobre fases RP-8 o RP-18. Adicionaimente, la sepa-
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gel de sllice, 6xido de aluminio, y similares.

Los derivados de bengamida se cromatografian usando soluciones acuosas
tamponadas, bésicas o acidificadas, o mezclas de soluciones acuosas con alcoholes u
otros disolventes organicos miscibles con agua. Se utilizan, preferentemente, acetoni-
trilo y metanol como disolvente orgédnico.

Como soluciones acuosas tamponadas, basicas o acidificadas se entienden,
por ejemplo, agua, tampdn fosfato, acetato de amonio y tampén citrato, a una concen-
tracién de hasta 0,5M, asl como &cido férmico, dcido acético, acido trifluoroacético,
amoniaco y trietilamina, o todos los dcidos y bases disponibles en el comercio y cono-
cidos por ios expertos, preferentemente, a una concentracion de hasta 1%. En el caso
de soluciones acuosas tamponadas, e prefiere de manera especial acetato de amo-
nio al 0,1%.

La cromatografia se llevd a cabo usando un gradiente que comenzé con agua
al 100% y finaliz6 con disolvente al 100%; la cromatografia se efectud, preferentsmen-
te, con un gradiente lineal de acetonitrilo al 5 a 95%.

De forma alternativa, también es posible llevar a cabo una cromatografla sobre
gel o cromatografia sobre fases hidréfobas. La cromatografia sobre gel se lleva a cabo
sobre geles de poliacrilamida o gelas copolimeros tales como Biogel-P 2® (Biorad), o
Fractogel TSK HW 40® (Merck, Alemania). Es posible invertir la secuencia de las eta-
pas cromatogrificas anteriormente mencionadas.

En el caso en que las bengamidas estén presentes como diasterecisémeros,
se les puede separar usando métodos conocidos, por ejemplo, mediante separacién
usando una columna quiral. S

La derivatizacién de los grupos OH en !a cadena lateral de los compuestos de
las fémulas (1) y/o (V) (Rs es, en cada caso, H), para dar un grupo acilo (R, es, en
cada caso, -C(=0)-alquilo-(C.-Cs)) se efectiia empleando métodos que son conocidos
en sl mismos (J. March, Advanced Omanic Chemistry, John Wiley & Sons, 4* adicion,
1992), por ejemplo, por medio de una reaccién con un anhidride acido. Por ejempio,
Adameczeski et al., J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 847-654, describen la reaccion con
anhidrido acético para dar un compuesto de las formulas (l) y/o (V), en las que R; es
~C(=0)-CH;.

Detf mismo modo, la alquilacién del grupo NH en el anillo de caprolactama de
un compuesto de la férmula (I} o (V) (R es, en cada caso, H) se lleva a cabo usando
métodos conocidos en sl mismos (J. March, Advanced Organic Chemistry, John Wiley
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& Sons, 4" edicidén, 1982), por ejemplo, por reaccién con Me;CO, 0 Me,SO,, para pre-
parar los comespondientes derivados N-metilados, o por reaccion con bromuro de al-
quilo-(C;-Cs) en presencia de una base. '

Con el nimerc DSM 15898, se deposité con fecha 11.09.2003 un aislado de la
cepa de microorganismo Myxococcus virescens ST200811 en la Coleccién Alemana
de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1B, 38124
Braunschweig, Alemania, de acuerdo con las normas del Tratado de Budapest.

Las células vegetativas de la cepa DSM 15898 tienen forma de baciio caracte-
ristica de Myxococcus virescens. Sobre sustratos nutrientes sélidos, Myxococcus v
rescens ST200611 (DSM 15898) forma cuerpos fructiferos que contienen mixosporas
redondas.

En lugar de la cepa Myxococcus virescens ST2008611 (DSM 15898), también
es posible usar sus mutantes y/o variantes que sintetizan uno o mdiltiples compuestos
segun la invencién.

Un mutante es un microorganismo en el que uno o multiples genes del genoma
se han modificado con el gen o los genes responsables de la capacidad del organismo
para producir el compuesto segun la invencién, conservandose éstos Ultimos en forma
funcional y hereditaria.

Estos mutantes se pueden producir, de manera conocida en sf misma, usando
medios fisicos, por ejemplo, irradiacién tal como, por ejemplo, con rayos ultravioletas o
rayos X, o mutdgenos quimicos tales como metanosulfonato etllico (EMS); 2-hidroxi-4-
metoxi-benzpfenona (MOB) o N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), o del modo
descrito por Brock et al. en "Biology of Microorganisms®, Prentice Hall, paginas 238-
247 (1984). )

Una variante es un fenotipo del microorganismo. Los microorganismos tienen la
capacidad de adaptarse a su ambiente y, por consiguiente, exhiben una flexibilidad
fisiolégica altamente desarrollada. En la adaptacién fenotipica intervienen todas las
células del microorganismo, sin que la naturaleza de la variacion esté genéticamente
condicionada y siendo reversible con la alteracién de las condiciones (H. Stolp, Micro-
bial ecology: organism, habitats, activities. Cambridge University Press, Cambridge,
GB, péagina 180, 1988).

El andlisis de mutantes y/o variantes que sintetizan uno o mas de los compues-
tos segun la invencién tiene lugar de acuerdo con el siguients esquema:

- liofilzacién del medio de fermentacion;
- axtraccién del liofilizado con un disolvente orgénico;
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- extraccion del compuesto del filtrado del cultivo, usando fases sdlidas;
- andlisis por HPLC o TLC (CCF), o por ensayo de la actividad biolégica.

Las condiciones de fermentacién que se han descrito son aplicables a Myxo-
coccus virescens ST200611 (DSM 15898) y a sus mutantes y/o variantes.

La presente invencién se refiere, asimismo, al uso del microorganismo Myxo-
coccus virescens ST200811 (DSM 15898), o de un mutante y/o una variants, para
preparar un compuesto de la férmula (V), en particular, un compuesto de la fémula
(IV), o una sal fisiolégicamente aceptable del mismo, como se ha descrito anteriormen-
te.

Se emplea un ensayo basado en la determinacién de la concentracién intrace-
lular de ATP para detectar la inhibicién de la proliferacién celular. Resulta posible ufili-
zar lineas celulares tumorales tales como Hep-G2 y Colo205. En aste ensayo, el con-
tenido en ATP de células metabdlicamente activas sirve, en una reaccién con lucifera-
sa, como medicién del nimero de células vivas.

Los compuestos de las formulas (II)-(VI1) se utilizaron en el ensayo en una con-
centracién Unica de 0,3 — 40 uM y una dependencia de dosis indicada como valor de
CTw, indicando en cada caso (lIA) y (IIB) una diasterecisdbmero del compuesto de la
férmula (11):

Tabla 1: Actividad de las bengamidas en un ensayo de proliferacion celular, expresada
como valor de CTs en |.|M

Compuesio Hep-G2 Colo 205
() 16 27
(HA) 17 a3
(11B) 6 10
{[1)) 9 15
(V) >40 42
Bengamida E 36 46
Bengamida F 27 33

Por lo tanto, la Invencién también se refiere al uso del compuesto de la férmula
() o de una sal fisiolégicamente aceptable del mismo como agente farmacéutico en
medicina humana o veterinaria, en particular para e! tratamiento y/o la profilaxis de
enfermedades oncolégicas. La invencién se refiere, preferentemente, al uso de un
compuesto de la férmula (1}, o de una sal fisiolégicamente acaptable del mismo, para
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tratar el cancer de mama, céncer intestinal, cancer de estémago, cancer de higado,
tumores cerebrales, tumores ovaricos, cancer de eséfago, cdncer renal y carcinoma de
células musculares, en especial, carcinoma de los misculos de cabeza y cuello.

Ademas, la presente invencién se refiere a un agente farmacéutico que contie-
ne al menos un compuesto de la formula (I) o una sal fisiolégicamente aceptable del
mismo, existiendo la posibilidad de administrar el o0 los compuestos de la férmula (I)
como tales o, preferentemente, estando presentes en una mezcla con uno o mas de
las sustancias de vehlculo o sustancias auxillares habituales, farmacéuticamente ade-
cuadas.

Los compuestos segun la invencién son estables en estado sélido y en solucio-
nes, en un intervalo de pH entre 2 y 9, en particular, entre 5 y 7 y, en consecuencia, se
pueden incorporar en preparacionés galénibas habituales.

Aun cuando los preparados farmacéuticos segun la invencién se pueden admi-
nistrar por via oral o parenteral, también resulta posible, en principio, su uso por via
rectal. Ejemplos de formas de preparaciones galénicas sdlidas o liquidas adecuadas
son granulos, polvos, comprimidos, comprimidos recubiertos de azdcar, (mi-
cro)capsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, aerosoles, gotas o so-
luciones inyectables en forma de ampolla, asl como preparaciones que proporcionan
una liberacién prolongada del compuesto activo; en su preparacién se utilizan habi-
tualmente sustancias de vehlculo o sustancias auxiliares farmacolégicamente adecua-
das tales como desintegrantes, aglutinantes, agentes de recubrimiento, agentes de
hinchamiento, deslizantes, lubricantes, sustancias saborizantes, eduicorantes o solubi-
lizantes, por ejemplo, carbonato de magnesio, diéxido de titanio, lactosa, manitol y
otros aziicares, talco, proteina de la leche, gelatina, almidén, vitaminas, celulosa y sus
derivados, aceites animales o vegetales, polietilenglicoles y disolventes tales como
agua esterilizada, alcoholes, glicerol y alcoholes polihidricos.

Cuando resulta apropiado, las unidades de dosificacién para administracién
oral pueden estar micro-encapsuladas para retrasar la liberacién o prolongaria durante
un periodo relativamente largo de tiempo, por ejemplo, mediante recubrimiento o in-
clusién del compuesto activo en forma de particulas en polimeros o ceras adecuados,
y similares.

Es preferible producir y administrar las preparaciones farmacéuticas en unida-
des de dosificacién, conteniendo cada unidad, como componente activo, una dosis
definida de uno o matltiples compuestos de los derivados de bengamida de la féormula
{1). En el caso de unidades de dosificacion sélidas tales como comprimidos, capsulas y
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supositorios, esta dosis puede ser de hasta 500 mg, pero, preferentements, es de
aproximadamente 0,1 hasta 200 mg y, en el caso de soluciones inyectables en forma
de ampolla, hasta aproximadamente 200 mg, pero, preferentemente, de aproximada-
mente 0,5 hasta 100 mg al dia.

La dosis diaria a administrar depende del peso corporal, edad, sexo y estado
del sujeto mamlifero. Sin embargo, también dosis diarias mayores o menores pueden
ser apropiadas. La dosis diaria se puede administrar tanto por medio de una adminis-
tracién Unica al dla, en forma de una unidad de dosificacién Gnica, o en varias unida-
des de dosificacién menores, y por medio de la administracién multiple de dosis subdi-
vididas, a intervalos definidos.

Los preparados farmacéuticos segun la invencién se fabrican dando forma
adecuada para ta administracion a uno o miiltiples compuestos de la formula (1) segin
la invencién, opcionalmente junto con una o muiltiples sustancias de vehlcl.jlo y sustan-
cias auxiliares habituales.

Los siguientes Ejemplos pretenden explicar la invencién de forma méas detalla-
da, sin limitar su alcance en absoluto.

A menos que se indique lo contrario, los valores porcentuales se refieren al
peso y las relaciones de mezcla, en el caso de liquidos, se refieren al volumen,

Ejemplo 1: Almacenamiento de Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898) a
-135°C

Se inocula una placa de agar (levadura de panaderia fresca al 1%, CaCl, x 2
H,0 al 1%, HEPES 20 mM, cianocobalamina al 0,00005%, agar al 1,5%, pH 7,2) con
la cepa de Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898) y se incuba a 30°C durante
aproximadamente 7 dias. De la superficie de agar se retiran por rascado las células en
este cultivo superficial usando una espatula estéril, se resuspenden en 0,5 ml de me-
dio de casitona (casitona al 1% (Difco), MgS0O, x 7 H20 al 0,15%, pH 7,0) y se aima-
cenan a ~-135°C.

Ejemplo 2: Preparacién de un cultivo preliminar de Myxococcus virescens ST200811
(DSM 15888) en un matraz de Erlenmayer

Un matraz de Erlenmayer de 300 ml con 100 ml de solucién nutriente (levadura
de panaderia fresca al 1%, CaCl, x 2 H;O al 1%, HEPES 20 mM, cianocobalamina al
0,00005%, pH 7,2) se inocula con la cepa de Myxococcus virescens ST200811 (DSM
15888), y el cultivo se incuba durante 4 dias a 30°C y 180 rpm en un agitador rotatorio.
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Se utilizan, entonces, 5 mi de este cultivo preliminar para preparar los cultivos principa-
les.

Ejemplo 3. Preparacién de un cultivo principal liquido de Myxococcus virescens
$T200611 (DSM 15898)

Un matraz de Erlenmayer estéril de 300 mi, que contiene 100 ml de la siguiente
solucién nutriente (extracto de levadura al 0,5%, casitona al 0,5%, CaCl, x 2 H;0O al
0,1%, MgS0O, x 7 H:0 al 0,2%, clanocobalamina al 0,00005%, pH 7,4) se inocula con 5
ml del cultivo preliminar (véase el Ejsmplo 2), o un cultivo realizado en un placa de
agar fresco (levadura de panaderia fresca al 1%, CaCl, x 2 H,O al 1%, HEPES 20 mM,
cianocobalamina al 0,00005%, pH 7,2, més agar al 1,5%), y se incuba a 30°C y 180
rpm en una agitadora. La producciébn maxima de bengamidas segin [a invencién se
alcanza después de 72-98 horas. Un cultivo sumergido de 72-96 horas de antigledad
(cantidad de inoculacién aprox. 5-10%) de la misma solucién nutriente descrita en el
Ejemplo 2, es suficiente para inocular fermentadores de 10 a 200 1.

Ejemplo 4: Preparacion de un cultivo principal liquido de Myxococcus virescens
S5T200811 (DSM 15888), con alimentacién de hidroxilisina para producir el derivado de
bengamida (IV)

Un matraz de Edenmayer estéril, de 300 ml, que contiene 100 ml de la siguien-

te solucién de nutrientes (extracto de levadura al 0,5%, casitona al 0,5%, CaCk, x 2H,0

al 0,1%, MgSO, x 7H;O al 0,2%, cianocobalamina al 0,00005% e hidroxilisina 1 mM,
pH 7.4) se inocula con 5 m! de un cultivo preliminar del Ejemplo 2, 0 un cultivo que se
ha hecho crecer sobre una placa de agar fresco (levadura de panaderia fresca al 1%,
CaCl, x 2H,0 al 1%, HEPES 20 mM, cianocobalamina al 0,00005%, pH 7,2, mas agar
al 1,5%), y se incuba a 30°C y 180 rpm en una agitadora. La produccién méxima del
derivado de bengamida {IV) se alcanza después de 72-86 horas. Se utilzé HPLC-MS
para el andlisis. Un cultivo sumergido de 72-96 horas de antigledad (cantidad de ino-
culacién, aprox. 5-10%) de la misma solucién de nutrientes descrita en el Ejemplo 2,
es suficiente para inocular fermentadores de 10 a 200 1.

Ejemplo 5: Preparacién de derivados de bengamida en'un fermentador
Los fermentadores de 10 1 y 30 | se hicieron funcionar bajo las siguientes con-
diciones:
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Inbculo: aprox. 5% aprox. 8%
Fermentador: 301 101

Medio de nutrientes: Véase el Ejemplo 2 Véase sl Ejemplo 2
Temperatura de incubacién: 30°C 30°C

Velocidad del agitador: 112 rpm 150 rpm

Aireacion: 8 V/min 4 [/min

Regulacién de pH: desdepH78apH75 desdepHB81apH75
Regulacion de pO;: ninguna ninguna

El pH se regulé siempre utilizande KOH al 10% o, respectivamente, H.SO, al
10%. La formacién de espuma se puede suprimir agregando repetidamente Clerol FBA
265 (Cognis Alemania GmbH). La produccién méxima se alcanza después de aprox.
72 a 96 horas.

Ejemplo 6: Aislamiento de los derivados de bengamida (ll) y (lll}, asl como de benga-
midas E y F, de los cultivos agitados de Myxococcus virescens ST200611 (DSM
15808)

Después de finalizar la fermentacién de Myxococcus virescens ST200811
(DSM 15888), se liofilizd el caldo de cultive del Ejemplo 3 (30 | de caldo de cultivo),
junto con la biomasa, y el licfilizado se extrajo con metanol (2 x 5 1). El extracto de me-
tanol se redujo a 1,2 | al vaclo y se cargd, seguidamente, en una columna preparada
empaquetada con aprox. 1,5 litros de material CHP-20P (gel MCI®, 75-150 n, Mitsu-
bishi Chemical Corporation). La columna se eluyé con metanol at 95%. Se recogid el
caudal de la columna (120 ml/min) y se redujo a un volumen de 1,51 al vaclo.

Ejemplo 7: Pre-separacién de los derivados de bengamida (It) y (lll), asl como de las
bengamidas E y F, mediante cromatografia RP-18

Se cargaron 1,5 | de la solucion obtenida de la forma descrita en el Ejemplo 6
en una columna Phenomenex Luna® 10 p C18 (2) (tamafio: 50 mm x 250 mm), dotada
con una pre-columna Luna® 10 p C18 (2) (dimensiones: 21,2 mm x 60 mm), y se elu-
yb (acetato de amonio al 0,1%, pH 4,8, ajustado con acido acético) durante 60 min,
usando un gradiente de acetonitrilo en agua al 5% hasta 95%. El caudal fue de 150
ml/min y el tamafic de fraccién fue de 200 ml. Las bengamidas estuvieron presentes
en las fracciones 5-9, 10-11 y 12-14.
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Ejemplo 8: Purificacion de los derivados de bengamida (ll) y (lll), asi como de las ben-
gamidas Ey F

Se liofilizaron las fracciones individuales del Ejemple 7 y se purificaron una vez
mas por HPLC sobre una columna Phenomenex Luna® 10 pym C18 (2) (dimensiones:
21 mm x 250 mm), dotada con una pre-columna XTerra® Prep MS C18 10 pm (Wa-
ters, dimensiones: 19 x 10 mm). La columna se eluyé usando un gradiente de acetoni-
trilo en agua al 5% hasta 40% durante 40 min (con la presencia adicional de acetato
de amonio al 0,1%, pH 8,8, ajustado con metilamina). Se recogié el caudal de la co-
lumna (50 ml/min) en fracciones (fracciones de 7,5 m! en cada caso). Las fracciones 5-
9 del Ejemplo 7 contuvieron el compuesto de ia férmula (lll) y, después de la cromato-
grafia y liofilizacién, proporciocnaron 88 mg de bengamida E (pureza >95%). Después
de la cromatografla, las fracciones 10-11 del Ejemplo 7 proporcionaron 145 mg de
bengamida (ll) (pureza >85%, mezcla diasterecisémera 70/30) y 5 mg de bengamida F
(pureza >95%). Se obtuvieron 35 mg de bengamida (lll) (pureza >85%) en forma de
mezcla diastereolsémera , en una relacién de 75:25, de las fracciones 12-14 del Ejem-
plo 7. Los diasterecisémeros son, en cada caso, los cormrespondientes epimeros C-16.

Ejemplo 9: Aislamiento de la hidroxi-bengamida (IV) de los cultivos agitados de Myxo-
coccus virescens ST200611 (DSM 15898)

Después de finalizar la fermentacibn de Myxococcus virescens ST2006811
(DSM 15898), se liofilizé el caldo de cultivo del Ejemblo 5 (10 | de caldo de cultivo),
junto con la biomasa, y el liofilizado se extrajo con metanol (2 x 3 I). El extracto de me-
tanol se redujo al vacio a 400 ml y se cargd en una columna preparada, que se habla

empaquetado con 0,6 litros de material CHP-20P (gel MCI®, 75-150 , Mitsubishi Che- '

mical Corporation). La columna se eluyé con metanol en agua al 5% hasta 85%. El
caudal de la columna (100 ml/min) se recogi6é en fracciones durante 60 min (0,5 min
por fraccién). Las fracciones que contuvieron el derivado deseado (fracciones 45-108)
se combinaron y redujeron al vaclo a un volumen de 700 mi.

Ejemplo 10: Pre-purificacién de la hidroxi-bengamida (IV) mediante cromatografia RP-
18

A continuacién, la solucién del Ejemplo 8 se cargd en una columna Phenome-
nex Luna® 10 p C18 (2) (tamafio: 50 mm x 250 mm), dotada de una pre-columna
Phenomenex Luna® 10 p C18 (2) (dimensiones: 21,2 mm x 80 mm) y se eluyd (aceta-
to de amonio al 0,1%, pH 8,8, ajustado con trietilamina), usando un gradiente de ace-



10

15

20

16

tonitrilo en agua al 5% hasta 40%, durante 60 min. El caudal fue de 150 mi/min y el
tamafio de fraccién fue 250 ml. La fraccién 22 contuvo e! derivado de bengamida de-
seado.

Ejemplo 11: Purificacién de la hidroxi-bengamida (IV)

La fracciéon 22 del Ejemplo 10 se liofilizé y purificd nuevamente por medio de
HPLC en una columna Phenomenex Luna® 10 um C18 (2) (dimensiones: 21 mm x
250 mm), dotada de una pre-columna Waters XTerra ® Prep MS C18 10 pm (domen-
siones: 19 x 10 mm). La columna se eluyd con un gradiente de acetonitrilo en agua al
5% hasta 95% durante 60 min (con la presencia adicional de acetato de amonio al
0,1%, pH 4.6, ajustado con dcido acético). Se recogié el caudal de la columna (50
ml/min) en fracciones (fracciones de 7,5 mi en cada caso). Se combinaron, desaliniza-
ron y liofilizaron las fracciones que contuvieron bengamida (fracciones 26-28). En rela-
cién con esto, se obtuvieron 7 mg de bengamida (IV) en forma de mezcla diastereoi-
sbmera en una relacion de 75:25.

Eijemplo 12: Caracterizacién del compuesto de ia férmula (l1)
Fémula emplrica: CigHy2N2Og

Peso molecular: 372,47
Mezcla diastereolsémera: 75:25

Tabla 2: Desviaciones quimicas de RMN de bengamida (ll), mezcla diasterecisémera,
¢ =3 mg/ml en DMSO, 300 K

Posicion H wC

1 - 173,99
2 7.01 -

3 3,19/3,06 40,56
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4 1,74/1,20 28,75
5 1,87/1,64 27,55
6 1,87/1,36 30,72
7 4,39 51,27
8 7,78 -

9 - 169,61
10 3,69 81.60
10-Ome 325 57,32
11 3,58 70,72
11-OH 4,48 -

12 3,33 72,80
12-OH 4,38 -

13 3,97 72,48
13-OH 4,58 -

14 5,37 129,05
15 5,48 136,57
16 1,99 37,41
16-Me 0,93 19,80
17 1,26 29,15
18 0,81 11,58

Ejemplo 13: Caracterizacion del compuesto de la formula (l11)

Formula empirica: CqgHs4N2Os
Peso molecular: 386.49
Mezcla diasterecisémera: 75/25

Tabla 3: Desviaciones quimicas de RMN de bengamida (lIl), mezcla diasteracisémera,

¢ =3 mg/ml en DMSO, 300 K

Posicién H ~C

1 - 171,95
2 2,91 35,28
3 3,61/3,21 49,20
4 1,711, 31 2613
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5 1,82/1,67 27,11
6 1,84/1,32 30,80
7 4,55 51,14
8 7,84 -

8 - 169,54
10 3,69 81,85
10-OMe 3,25 57,28
1" 3,57 70,68
11-OH 4,45 -

12 3,33 12,717
12-0H 4,37 -

13 3,97 72,47
13-OH 4,56 -

14 537 129,04
16 548 136,58
16 1,09 37,41
16-Me 0,93 19,89
17 1,26 29,15
18 0,81 11,58

Ejemplo 14; Caracterizacién del compuesto de la formula (V)

Foérmula empirica: CisHaaN2O;
Peso molecular: 388,48
Mezcla diasterecisémera: 75/25

Tabla 4: Desviaciones quimicas de RMN de bengamida (IV), mezcla diastereoisémera,

¢ = 3,1 mg/ml en DMSO, 300 K

Posiclén H “C

1 - 173,45
2 7,55 -

3 3,35/3,02 45,05
4 3,74 63,48
4-OH 4,60 -
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5 1,81/1,75 34,28
6 1,68/1,64 24,25
7 4,32 51,18
8 7.77 -

) . 169,83
10 3,70 81,59
10-OMe 3.26 57,30
11 3,58 70,73
11-OH 4,47 .

12 3,34 72,82
12-OH 4,38 »

13 3,97 72,47
13-OH 4,56 -

14 5,37 128,06
15 5,48 136,57
16 1,99 37,41
16-Me 0,93 19,80
17 1,26 29,15
18 0,81 11,58

Ejemplo 15: Caracterizacién de bengamida E

Férmula emplrica: C17H30N204

Peso molecular: 358,44

Tabla 5: Dasviaciones quimicas de RMN de bengamida E, ¢ = 3 mg/mi en DMSO, 300

K

Posicién H =C

1 - 174,01
2 7.91 -

3 3,18/3,08 40,56
4 1,7411,20 28,75
5 1,87/1,64 27,56
6 1,871,368 30,72
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7 4,39 51,27
8 7.78 -

9 - 169,60
10 3,60 81,61
10-OMe 3,25 57,30
11 3,56 70,74
11-OH 4,49 -

12 3,33 72,78
12-OH 4,38 -

13 3,96 72,38
13-OH 4,57 -

14 5,38 127,68
15 5,58 137,85
16 2,24 30,08
17 0,95 22,27
18 0,95 22,17

Ejemplo 16: Caracterizacién de bengamida F

Férmula emplrica: CiaHazNzOs
Peso molecular: 372,47

Tabla 8: Dasviaciones quimicas de RMN
de bengamida F, ¢ = 3 mg/ml en DMSO,
300 K

Posicién H

1 -

2 2,91

3 3,62/3,21

4 1,69/1,33

5 1,84/1,69

6 1,84/1,33

7 4,56
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8 7,84
) -

10 3,70
10-OMe 3,25
1 3,57
12 333
13 3,97
14 5,38
15 5,59
16 2,25
17 0,95
18 0,95

Ejemplo 17: Separacion de los diasterecisémeros del compuesto (ll)

La mezcla diastereocisémera del compuesto de la férmula (ll) del Ejemplo 6 se
separd en una columna quiral (AD/H, Daicel, 20 x 200 mm, 0,5 ml/min, fase mévil: ace-
tonitrilo:metancl 4:1 + NH,Ac al 0,1%). La pureza éptica se comprobd en una columna
analitica AD/H (Daicel) (4,6 x 250 mm, 30°C, fase mdvil: acetonitriio:metanol 4:1 +
NHAc al 0,1%, 0,75 mi/min, pico 1 de Rt: 8,9 min, pico 2 de Rt: 10,8 min).

Tabla 7: Desviaciones quimicas de RMN de los diastereoisémeros de bengamida (lI}, ¢
= 3 mg/m! en DMSO, 300 K

H®A) 'H (B) “C @A) ~C(B)
1 - - 173,99 173,99
2 7,91 7,91 - -
3 3,19/3,06 3,19/3,08 40,56 40,56
4 1,7411,20 1.7411,20 28,75 28,75
5 1.87/1,64 1,87/1,64 27,55 27,55
6 1,871,368 1,87/1,36 30,72 30,72
7 4,39 4,39 51,27 51,27
8 1,78 7,78 - -
8 - - 169,61 169,61
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10 3,60 3,60 81,60 81,60
10-OMe 3,25 355 57,32 57,32
1 3,58 3,58 70,72 70,77
11-OH 4,46 4,47 . .

12 3.33 333 72,80 72,85
12-OH 4,36 4,36 : -

13 3,67 3,67 72,46 72,37
13-OH 456 4,56 - .

14 537 538 129,05 129,01
15 548 5,49 136,57 136,44
16 199 1,99 37 41 37,28
16-Me 0,83 0,02 19,90 19,88
17 1.26 1,26 2,15 20,06
18 0,81 0,82 11,58 11,48

Ejemplo 18: Mediciones de la proliferacion celular, realizadas en diversas lineas de
células tumorales

Se utilizaron las lineas de células tumorales Hep-G2 (ATCC No. HB-B065) y
COLO 205 (ATCC No. CCL-222) para determinar la proliferacién celular. Las Ilneas
celulares se sembraron en medio de cultivo celular a una velocidad de 1000 célu-
las/pocillo [Hep-G2] y, respectivamente, 3500 células/pacillo [Colo205), y se incubaron
durante 4 horas a 37°C y CO; al 5%.

Medio para Hep-G2: Medio de Eagle modificado por Dulbecco / mezcla F12 de
Ham (Gibco); NEAA (al 10%; aminoédcidos no esenciales, Gibco), piruvato sédico (al
1%, Gibco), L-glutamina {(al 1%, Gibco), suero de ternero fetal (al 5%; PAA).

Medio para COLO 205: RPMI 1640 (Gibco), L-giutamina (al 1%, Gibco),
HEPES (al 1%, Gibco), suero de temero fetal (al 10%, PAA).

Después de 4 horas, se agregaron los compuastos (lI), (lil) y (IV) y las benga-
midas E'y F, disueltos en DMSO/medio de cultivo celular, en diversas diluciones, y las
mezclas se incubaron durante 72 horas a 37°C y CO; al 5%. El contenido intracelular
en ATP se determind usando el reactivo de ensayo CellTiterGlo (Promega).

Los resultados de los ensayos de proliferacion celular se ofrecen en la Tabla 1.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula (1).

' &% ,.,'

Ry es H o alquilo{C-C,),

Rz esHuOH,y

R, es H o —C(=0)-alquilo-{C-Ca)

o una sal fisioldgicamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R, es H o metilo.
3. Un compuesto seguin la reivindicacién 1 6 2, en el que Ry es H.

4. Un compuesto seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, eneique R;es Ho
metilo, R,es HUOH, y R;es H.

5. Un compuesto segin una de las reivindicaciones 1 a 4, que se caracteriza
por un compuesto de la férmula (II)

. .

6. Un compuesto segiin una de las reivindicaciones 1 a 4, que es un compues-
to de la férmula (lil)
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7. Un compuesto segln una de las reivindicaciones 1 a 4, que e8 un compues-
{o de la férmula (IV)

(™.
8. El uso de un compuesto de la férmula () o de una sal fisiolégicamente

aceptable del mismo, segin una de las reivindicaciones 1 a 7, para preparar un
producto farmacéutico.

9. El uso de un compuesto de la férmula () o de una sal fisiclégicamente
aceptable del mismo, segiin una de las reivindicaciones 1 a 7, para preparar un
producto farmacéutico para el tratamiento y/o la profiaxis de enfermedades
oncolégicas.

10. Un producto famacéutico que contiene al menos un compuesto de Ia fér-
mula (I), o una sal fisiolégicamente aceptal:'ile del mismo, segiin una de las reivindica-
ciones 1a7.

11. Un procedimiento para preparar un compuesto de la férmula (V)

en la que
R, es H o alquilo-{C,-C,),
Rz es Hu OH,

Rs es H o -C(=0)-alquilo-(C,-Cs), ¥

R, es metilo o etilo

o una sal fisiolégicamente aceptable de un compuesto de la fdrmula (V),

que comprende

1. la fermentacién de la cepa Myxococcus virescens ST200811 (DSM 15898), o

una de sus variantes y/o mutantes, bajo condiciones adecuadas en un medio
de cultivo hasta que se acumule uno o mas de los compuestos de la férmula
(V) en el medio de cultivo,
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2. aislamiento de un compuesto de ia formula (V) desde el medio de cultivo, y
3. derivatizacién y/o conversién del compuesto de la férmula (V) en una sal fisio-
lbgicamente aceptable, cuando resulte apropiado.

12. E! procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que R, es etilo.

13. El procedimiento segun la reivindicacién 11 6 12, en el que, de forma inde-
pendiente entre s, R; es H o metilo, R; e8 H y R, es etilo.

14. El procedimiento segtn una de las reivindicaciones 11 a 13, en el que R; es
OH y en el que el madio de cultivo contiene hidroxilisina.

15. El microorganismo Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898).

16. El uso del microorganismo Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898),
0 de un mutante y/o variante del mismo, para preparar un compuesto de la férmula (V)

S
Q R, OR, .
Ry u Re

B ™.

en la que
Ry €38 H o alquilo-(C+-Ce),
Ra o5 H u OH,

Rs o8 H 0 —C(=0O}-alquilo-{C+-C,), ¥
R, es metilo o etilo,
© una sal fisiolégicamente aceptable del mismo.
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DERIVADOS DE BENGAMIDA, METODO PARA SU PRODUCCION Y SU USO PA-
RA EL TRATAMIENTO DE CANCER

Resumen

La invencion se refiere a derivados de bengamida formados, durante la fermen-
tacién, por el microorganismo Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15888), a su
uso para tratar cdncer, a medicamentos que contienen derivados de bengamida, a un

método para preparar bengamidas de la férmula (V), y al microorganismo Myxococcus
virescens ST200611 (DSM 15898).

“’(—:‘fu%n‘

7%
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Fed Nr. 1 BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG
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FeddNr.lII ANMELDER [0 Diese Peryon ist gleichzeitig Exfinder
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Ragisrisnmguy. Des Axmalden belm Ane-

——

Statangehdrigkeit (Stant); Sits oder Wohneitz (Staf):

DE DE
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Dia folgends Person wird hiemit boatelt/ist bastalk worden, um fKir den (dic) Anmakier [:l Anwalt (7] pemcinsamer Vevue
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Aventls Pharma Deutlchland GmbH Telefuxnr.: (088) 357175

Patent- und Lzenzabtpllung
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Deutschiand Registricungenr. des Anmelders beim Ami:
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Form PCT/ROV101 (Blatt 1) {Jaruar 2004) Siche Anmoriomgen 2u dietom Antragsformular
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Fortsetzung von Feld Nr. I WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER hq(
Wird keines der folgenden Felder benutsi, 10 solite dieses Blatt dem Antrag nicht beigefigt werden.

Namz und Anachrift: (Famifisnname, Vornome; bel juristischen Personan volistindigs amclichs | Diese Person ist:
Bexsichming. Bel der Anschrift sind dis Posteitechl snd der Nome des Staats ancugeben. Dar in
diesem Feld in der Anschrift angegubens Siont It der Stoar des Siges oder Woknrites dey DNurAmrJdu'
Anmelders, sofern nochstehond kuln Stant des Siteer nder Woknrize: angegeben (st)

HAAG-RICHTER, Sebine [[] Anmelder und Erfinder
Hammanstr. 2 Nur Exfinder fwind dieses Kdvichen
80322 Frankfurt DX angeirewat, so sind die nachstehenden
Deutschiand Angaben nicht ndtig)

Registriecnmgumr. des Anmelders beim Amt:

Stasteangehiirigheit (Staat): Site oder Wohnsits (Staat):
Diese Purson i Asnclder D Alls Besifm- D Alle Begtimreagsstaston mit Anmalvne D Nor div Verciuigis Die i Zosstxfald
fiir foigends Staxin: enmpetasion d Varsluigies Stepisa vou Ameriin fStastza von Amariia uagagehentn Stantrn

Name und Anschrift: (Fami/lenname, Vornome; bel jurisiizchan Parsonen vollstindizge amtiiche | Diese Person ist
Bezeichming. Bei der Anschrift xind dis Postleiteahl und der Nawwe des Staour amrugeben. Der in
diesem Fald in der Anschrifi angegebane Siast ist der Stomt dey Sizes oder Wohnsitxes das DNurAlml:ldﬂ'
Anmelders, sofern nochstehend kein Stani des Sivses oder Woknsitses angegeben (1t

KURZ, Michasl [[] Anmelderund Exfinder

Enenweg 7 Nur Erfinder (wind dieses Kisichen
85719 Hofheim Bl angelreuat, so sind die nacksichenden
Deutschland Angaben nich: nitig)

Registricrungenr. des Anmeclders beim Am:

Stantexngehirigheit (Staat): Shx oder Wohnsitz (Staat):
Disss Permon it Anenchier D Alle Bostin- D Alls Bastinummgastanten it Amsmahme D Nex div Verinigs Dix im Zusstufidd
fiir thigende Stasm: oengtusten der Vorslnigien Sumtes von Ameclla Sinstea vou Amaclia angegebenen Staten

Name und Anechrif\: (Femilienname, Vorname; bel jurirtischen Personen vollnidndige amilichs | Diese Person ist
Bewsichming. Bel der Anychrift sind die Postlsivahl und der Name dey Stagty ansugeben. Der in
diartn Feid in der Anschrift angegebens Stnat ist der Stagi dex Stxes oder Wohnsimes dea | [_] Nur Anmelder
Anmelders, sofern xachsiehend kuin Staat des Sitaes oder Wohnsitzes angegebes ist)

TIETGEN, Helko D Anmelder und Erfinder
Karolinger Stralle 18 Nur Erfinder {wird dievey Kilstchen
55130 Malnz DA angeirest, so sind die nachrichenden
Deutschland Angaben nicht adiig)

o e i ol Wi (S
Diese Person It Amsmlider Alle Bestin- Alle Besthmmungsslsaipn nll Aussshme: D Nur dis Vercimigten Dis im Zepuxfeld
iy folgendls Stantan: ngEiasies der Vorcinipies Stastes veo Amerln. Swetrn vor Ameriia angegebans Suues

Name und Angcluift: (Familisneame, Vorname; bei furistivchmn Personen vollstindige amzliche | Diese Person ist:
. Bel der Anschrift sind die Postleiteahl und der Nams des Staats ansugeben. Der in
diesem Feid in dar Anschrift angegsbene Stost it der Stugt dex Sitves oder Wohnsitses der | || Nur Anmelder
Anmelders, rofern nachstehend kein Staat dex Sitses oder Wohnitses angegeben (31)
[[] Aumeider und Brfnder

Nur Exfinder (wird digves Kasichen
D angekreurt, 5o sind die nechsichenden

Angaben nicki notig)
Registrisrunganr. deg Anmelders beim Amt:

Stastsangebarigheit (Stat): Sitz oder Wobnaitx (Staat):
Dizze Peron in Axzmebler Alle Bagtics- Alle Bextmmangestexten mb Acsmabme N dis Vervinigte Dis im Zoguixfold
fir fodgende Stanen: MEngEtashn dar Verclaigten Slazen vou Ameria Starien voo Ameriia angupebenin: Staaten

D Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusitzlichen Fortsetzungsblatt asngageben.
Farm PCT/RQ/1Q] (Fortaetnmgeblatt) (Jamuar 2004) Sighs Anmerkungen yu dissem Antrogsformmiar
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Blatt Nr.. .....J3....

Feld Nr. V BESTIMMUNGEN

s

Die Einreichung diescs Antmgs vmfaBt gemilB Regel 4.9 Absatz a die Bestimmuong aller Vertragsstasten, fir die des FCT am
intemationalen Anmeldedatum verbindBich ist, und insoweit verfugber, fir jede Art von Schutzrecht und sowohl fir cin regionaics als
auch fir ein nationales Patent.

Demnoch wind

[ oE Destschiand nteht fir ein nationales Schutzrecht bestimmt

[[] XR Republik Korea nickt fur ein nationsles Schutzrecht bestimmt

[[] RU Rumsische Foderstion nieht fir ein nationales Schutzrecht beytimmt

(Obensiehends Kiasichen kinnen angetrewat werden, um die betraffanden Bextimmungen (unwiderruflick) aussuschliefen, um au
vermoiden daf eins frithere nationale Anmeldung deren Priorittt beansprucht wird, nach nationalem Recht ikre Wirkung verfiert. Siche
dis Anmerioungen ru Feld Nr. V fir die Folgen solcher nationalen Rechirvorschrifien in diesen und bestimmten anderen Staaten).

s

Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH

Die Prioritit der fhigenden fiiharen Anmeldung{en) wird hiermit in Anspruch genammen:

Anmeldedatum AXkierichen
fritheren Anmekhmg Ist der frohere Anmelhmg eine:
der der fraheren Anmeldung
(Tag/Monat/Jakr) nationale Ammneldung; | regiomale Anmeldung:® intemationale Anmeldung:
Suant regionales Amt Anmmeldexmt
{tam{1) ¥
. October2003 10340680.6(44] | DE */ep

24.10.2003 . =
“Ttomgz)
Itam(3)

[0 Weitere Pricvititsanspriiche gindd im Zusatzfeld angegeben.

mmmmmmmﬁpwnuummﬂwm)mmmmmmm
bemmditealn ﬂ;;ﬂhd‘eﬁ-ﬂrtdnﬂ\ﬂ(ﬂ bel dem Ame eingereicht worden ist (sind), das fitr dis Zwecks disser internationalen Anmeldung
Anmeideamt

O z':ﬂ:ﬂ' B4 zeile 1) [ zeen [ zeke e [ weitere, siche Zusatefetd

* Falls es sich bei der jriheren Anmeldung um elne ARIPO-Anmeldung handelt, geben Sie mindestens einen Stact an, der Mitgliedstnat
der Pariser VMMW:MSGMJUM&MEWAMHM Welthandelsorganization ist und fiir den
| oder dar die frikere Anmeldung eingereicht warde:..... e oo

FeldNr. VIl  INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE

"Wakl der [nternationaies Iﬂhﬂnhilrﬂ(lﬂ)d‘iﬂhMaﬁrﬂrahndmmhmmﬂdhdw“h
inssrnationalen Recherchervssindig sind, geben Sia dis vor Iinen gewhite Behdrde an; dor Zwalbuchstaben-Code kann benutss werden):

Antrag suf Nutmag der Ergebaime einsr friberen Recherehe; Bemguahme snf diess fribere Rexhorvhe (iils eive fhare Rechorchs bol dar internationslen
Rachwohanbodirdsbeantragt sder vom lbr durchgyfihrt worden ixy):

Dwtum (Tag/Monas/Jakr): Aktenzmichen: Stantfader ragionalas Amy):

Feld Nr. VI ERKLARUNGEN

Die Felder VIl (f) bis (v) eathalten dic foiganden Erkiinungen (Kreuxen Sie unten die entyprechenden Anzzhl der
Kiistchen sn und geben Sie in der rechten Spalte i jede Brklinmg deren Aneshl an) ; Exklirungen
D Feld Nr. VIII(T) Erkiinng hinglehtlich der Identitit des Erfinders
D Feld Nr. VHI (i) Erklinmg hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, xum Zeitpunkt des
internationalen Anmelkledarums, ein Patent 2u beantmgen und xu exhabien
D Feld Nr. V11 (jif) Brkigrung hinsichtlich der Berechtigung dea Anmelders, zum Zeitpunk: dex
internationalen A nmeldedarumg, dle Priocitht einer friheren Anmekhmg zu
beanspruchen
D Fold Nr. VI (iv) Erfindererkibrung (our im Hinblick suf* die Bestinmmung der Vereinigten
Stasten von Amerika)
D Fald Nr. VIII (v} Erklirung hingichtlich vrschidlicher Offenbanmgen oder Avenaimnen von der
Neuheitsschildlichkeit

Farm PCT/RO/10! (Blati 2) (Jamsr 2004) Siehe Anmerkungen xu dicyom Aniragaformular
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Keld Nr. IX KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSFRACHE

Diese intornationsle Anmeldung eathgit:

() aufPapler, dis folgende Anxahl Blatter:
Anirag (inklusive
Erklarungsblitier).
Beschreibung (chne
Sequenzprotokodlanteil):
Ansprache;
Zussmmenfassung
Zeichmingen:
Tellanzehl: - 34
Sequenzprowkoll
Diesbeziigliche Tabellen
(for belde, Amzahl der Blatter, sowelt
auf Papier elngereicht wird,
unabhingig davon, ob zusitzlich
anch in computer- lesbarer Form
cingareicht wird; siche unter (c))
Gesamtanxzhl: -

{®) [ aoschlleStieh in computeriesharer

Form (Abschnitt 801 (a)i})

@ [ Ssquenzprotokolie

GD [J diesbezigliche Tabelicn

w(cl [ anck 1n compateriabarer Form
{Abschnitt 801 (a)i))

M [0 Sequenzprotckalle

() [J diesbeangliche Tabellen

Art wod Ansahl der Duseatriiger (Diskstte, CD-
ROM, CD-R ader sorutige) auf denen sich befinden

-ap

Dieser internationalen liegon dio fol
MIIUMIE i ez gc?n o Rasiehen
in dor rechion Mu  Jowatls dis Arcal

dlrbﬂm

1.X] Bixt fur die Geumumlmm;

2[] Oxiginal einer gesonderten Vollmacht

3.0 Original ciner allgensioen Vollmacht

4[] Xopie der aligemeinen Vollmacht; Altenzeichen (s
vorhanden:

s mmrandlhlmUnmdnm
| 6.04 anﬂnuﬁn}mrddﬂr VI dusch folgende
7.0 Uhm“dzmlﬂmmmm'mdn

s Gumdm: Anpun zu bintericgten Mikroorganiaracn

wusschlicflich fur die Zwecke des i
® 0 Km nlnhlqdl!ll:(undmchtlhﬁllh

('ll)l:l ﬂFﬁrﬁ‘mvﬁ@%GHﬂnﬂn
DMIMHK?“MI”

Zmammen mit entsprechender Erklirung, dab
@ Kopie(n) mit dem [n dor linken § e
Sequenzprotokollen identisch ist (sind)

10.] Tubellen in computeriesbarer Form im Zusammenbang mit
Sequenzprotokellea (Art und Aneehl der Dasentrager)

@ 0O mmunmmzmum

Recherche nach Abachnitt (und nicht uls

Teil der internationalen An

ap OJ Mﬁ_ﬁﬂf (B){t)) oder : ﬁ "'ﬂ%

m z\u:hh-
lmwu d.mulqm

Anzahl

[ Sequenzprotaknlle:
[] diesbezagiiche Tabellen: .. - (L mqa d:n mhlmhlmmm
mwm-ﬂrmw Iknlhlllﬂllﬂ(l
snd/oder J0ft) in der rechten Spahs angebew) 1.0 irein
Abblidung der Zeichuungen, dic mit dar Sprache, in der die
Zusemmenfassung verdffemtiicht werden soll {Nr) : internationsle Anmeldung

ergibl, in welcher Kiganschaft dis Farson untersichnst.

Feld Nr. X UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS
Der Names jeckr wnterseichnsnden Persom ist pgben der Untarschrifi su wisderholen, wnd es it ancugebeam, scfirn sich dizs nicht eindsvtig aus dem Antrog

Aventis Pharma Deutschiand GmbH

e M‘ WS —

Dr. Wein Dr. Sieber .
Vom Anmeldeam: mmzuftillen ra nﬁx
1, Datum des ttstchiichen Elngangs dieser 1 Zsi
inemtionaien 08 OCT 2084 (03. ) D.w“”w
3. Getindertms Eingangadatum mfgrund nachtrtfich, jedoch — 4
fringerecit eingegangener Untetlagen oder Zeichnungen .
zur Vervollstindigung disser internationalen Anmeldung: [ nicht ein-
gogEngen
4. Datum dey fristgerechizn Eingangs der
Ricitigstellungen nach Artike) 11(2) PCT:

5. Internationale Recherchenbahtirde |SA/
(flls zwei oder mehr zustindig sind):

6] Uberminlung des Recherchensiomplam bis zur
Zahlung der Racherchangebabr sufgeschoben

Duatum des Eingangs des Aktenexemplars
beim Internationalen Biro;

Vam Anmeideamt auxrufbilsn

Form PCT/ROAN 0] (lotxics Blatt) (Januer 2004)

'Sieks Anmarisngen rx diciem Antragsforsclar
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From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIRICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH

Patent-und Lizenzabtellung

(PCT Rule 92bis.1 and industrlepark Hchst, Geb. K 801
Adminlstrative Instructions, Sactian 422) 65926 Frankfurt -
Germany
Duto of maiitng (day/month/year)
21 March 2006 {21.03.2006)
Apphicant's or agant’s file referancs
DEAV2003/0070 IMPORTANT NOTIRCATION
Internationsl appRostion No. intsmationaf flling dete (day/month/year)
PCT/EP2004/011244 08 Octaber 2004 {08.10.2004)

1. The following Indisations appeared on record oconosrning:

IE the applicam D the Invantor D the agent D the commen rapresamative
Name and Address State of Natlonality State of Residence
ng_lElleitPHAﬂlgdoA DEUTSCHLAND GMBH DE DE .
5’ 9 n29n rasse talephona No.
?ierlrnanl;:nmurt 089 / 305-7100
[ Facsimlle No.
069 /367-175
Telsprintar No.

2. The [ntematonsl Bureau heraby notifias the applicant thet the following change has besn recorded conosming:

D the psrsan IE the name [:l the address D the nationality D the residence

Name and Address . State of Nationallty 7] ence
gm%FI;?r\;E‘N.Té% DEUTSCHLAND GMBH | DE DE
Telsphone No.
65825 Frankiun 069 / 3057100
Facsimile No.
069 /357-175
N Teleprinter No, .

3. Further observationa, If necessary:
mected version of Notification Form PCT/1IB/308 mailed on 12 December 2005.

ﬁ=

4. A copy of this notifioation has baen sent to:
Izl the reoelving Offioe
D the Intemnationa] Searching Authority
] D the Intemational Preliminary Examining Authority

@ the designated Offloss cancarmed
D the slectad Offices concarnad

The Intermational Bureau of WIPO
34, chemin dos Colombeties
1211 Qeneva 20, Switzerland

Fuasimile No. (41-22) 338.88,70
Form PCTAB/308 (March 1564)

V. BLANC

Telephons No. (41-22) 338 0688




INTERNATIONAL FORM
Aventis Pharma Deutschland GmbH
] - RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

Industriepark Hochst o prar o e . by i

TIONAL D! ARY AUTHORITY
identificd at the bottom of this page

D-65926 Frankfurt

L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Tentification reforencn given by the DEPOSITOR: N TERNA TIONAL DEPCAITARY AUTHORITY:

ST 200611
DSM 15898

IL SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganjsm {dentified under L above was sccompanied by:

{ ) ascientific description
(x) aproposed ixonomic designation

{Murk with s eroms where applicable).

I RECEIPT AND ACCEPTANCE
‘This Ioternational bty scepthe microcrpae ecifed wnder L sove which wae recsived ]
(Date of the criginal i wae byitea 2003-09-01

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

‘The microorganism identified under [ above was received by this Internxtional Depositary Autharity on (dute of original depesit)
;dquughwhuiﬁnﬂdq:ﬁinlwmm:anmmmﬁvdhyhm (date of receipt of request

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Neme: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Signature(s) of person(s) having the power to represest
MIKROORCANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbtH l)an- )m‘:ﬁnywdm:uum):
Addsr  Mascharoder Weg Ib
Mllnhnn:nuil V é‘/ /-'
, &-&
Date: 2003-09-11

! Where Rule 5.4 (d) applies, such date is the date on which the status of internstional depositary suthority wea ecquired.
Form DSMZ-BP/ (sole page) 12/2001



RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF

BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL ”@
MICROORQANISMS

FOR THE PURPOSES OF PATENT FROCEDURE rﬁllmwﬂ
Zolkuturen GmbH 4
INTERNATIONAL FORM
Aventis Pharma Deutschland GmbH
Industriepark Hochst
issued srAIl.l.llllH).!! the
mrnﬂrml. ARY AUTHORITY
D-65926 Frankfurt identified at the bottom of this pago
L DEPOSITOR IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANIEM
Name: Acceszion number given by the
Aventis Pharma Deutschland GmbH INTERNATIONAL 'ARY AUTHORITY:
Address: 5
Industriepark Hochet DSM 15898
D-65926 Frankfust Date of the deposit or the trmafer':
2003-09-01
DL VIABILITY STATEMENT
The vinbility of the microorgenism identified onder I above was tested <00-0 1,
mmmﬁa-ﬂmhwwﬂnwu - - 2003 1
(x)' viable
( ) nolooger vishle
IV. CCNDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED"
V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
Ni DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG YON L) of person( hl!'ill! to represent the
" MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GrbH wm')nqrn y ty o of amhorfoed officiaks)
Address:  Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunsrwnig V ‘ }ﬂ'i
Dete: 2003-09-11
! glll“:l! dute of original deposit or, where & new deposit or & transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date
: In the capes refesred to in Ruds 10.2(a) (il) and (iii), refor to the most recent viability test.
3 Mark with s cross the uppl box.
‘. Fill in if the information hes been requested and if the results of the test were negative.

Form DSMZ-BP/S (scle page) 1272001



PCTEHMI%E

™,

PATENT COOPERATION TREATY

From tha INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:
NOTIFICATION CONCERNING AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Pa .
Industriepark Hchst, Geb. K 801
(PCT Administrative Instructions, Section 411) 65926 Frankfurt
Germany
Date of mailing (day/momth/year)
05 Novembaer 2004 (05.11.2004)
Applicant's or agant’s file reference
DEAV2003/0070 IMPORTANT NOTIFICATION
imternational application No. International fillng date (day/month/year)
PCT/EP2004/011244 08 October 2004 (08.10.2004)
International publication date {day/month/year} Priorlty dats (day/month/year)
Not yet published 24 Octaber 2003 (24.10.2003)
Applicant

AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND GMBH et al

reasonable under the circumatances.

which is reasonable under the dircumstances.

1. By means of this Form, which raplaces any praviously lasued notification conocerning submission or transmittal of priority
doouments, the applicant Is hereby notifled of the date of receipt by the Internstional Bureau of the priority documentis)
melating to all sariler epplication(s) whose priority is claimed. Unless otherwise Indicatad by the letters "NR", In the
right-hand column or by an asterisk appearing next to & date of receipt, the priority document concerned was submitted or
transmiitted to the international Bureau in compllance with Rule 17.1{a) or (b).

2 {If applicabis) Thea letitars "NR" appearing In the right-hand column dencte a priority document which_on the date of mailing
i had not yot been recaived by the internztional Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Whare, under Ruls 17.1(a), the
priority document must be submitted by the applicant to the recelving Offios or the Intemational Bureau, but the applicant
{alls to submk the priority document within the applicable time limit under that Rule, the sitention of the appficant Is directed
to Rule 17,1{o) which provides that no designated Office may disregard the priority clalm concerned befors giving the
applicant an opportunity, upon entry Into the nstional phass, to furnish the priority dooument within a time I!mit which Is

3. (i applicable) An asterigk(*) appearing next to a data of reoceipt, in the right-hand oolumn, denotss a priority document
submitted or transmittad 1o the intamationgl Bursau but not in compliance with Rule 17.1{a) or {(b) (the priority document
was recelved after the time limit prescribed In Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmit the priority dooument was
submitted to the recelving Office aftar the appiicable time limit under Ruls 17.1(b}). Even though the priority dooument was
not furnished in comnpllanae with Rule 17.1(s) or (b), the International Bureau will neverthalsss transmit a copy of the
document to the designated Offices, for their conslderstion. In case such a copy is not accepted by the designated Office
as priority dooument, Rule 17.1{c) provides that no designated Office may disregard the priority clalm conocamed before
glving the spplicant an opportunity. upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit

Priazity.dat Priort ligation N Court ional Offi Data of It
or PCT receiving Officn ol priority document
24 Octo 2003 (24.10.2003) 103 49 §69.6 DE 27 Octo 2004 {27.10.2004)
The tonal B u of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes Silvie STENDER
1211 Genova 21}, Switzeriand
Facsimlie No. (41-22) 338.80.70 Telephone No. (41-22) 338 8928

Form PCTAR/304 (January 2004)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Rad: 08-038074- -00000-0000 Fuat 2008-04-21 18:48:12

NUECREACIONES
'Il?::" 1z1mgATBITEIYII Eva 379 FASENACIONALLL

Act 411 PRESENTACION Follos: 83

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. NIT 1 BO0175009-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 04 -~ 30,672

FECHA ¢ ABRIL 21 DE 2006

="
it CONBIGNACION tin

DEPOSITANTE TIPE PABO BANCO CUEMTA No. PAGD FECHA FBD Vr. PABD

GUSTAVO ROLLKAN COMGIGNACION  BANCO POPULAR  030-00110-6 51183393 19/04/2006 2,038,000.00
s C O NCEPT O N

CANT. RENTISTICD CONCEPTO TOTAL COMCEPTO

Taalie.

1 30005-01-0f SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 443,000.00
TOTAL : s 463,000.00 ~

S0M: CUATROCIENTOS SESENTA Y TRES NIL

RECISG DE CAJA APLICADO AL EIPEDIENTE Mo.
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Industria y Comeércio
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PDUSTRY v

-

SUPERINTENDENCIA:

Delegatura de Propiedad Industrial
Divisién de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION {¢¥” MODELO DE UTILIDAD { )

-Indicactén de que se sollcita Ia conceslén de una pahnh/
-Datos de [dentificacién del solicitante o de [a peraona que
presenta la solleiud,

-Descripclén de la lnvom:lén.l/

-Dlhhjos de ser astos pertinantss. 7L

-Comprobante de Pago de las tesas establecidas. /

COMPLETA { ) INCOMPLETA ( )

DISERO INDUSTRIAL  { )

=Indicacion de que se soliclta ol reglstro de Disefio Indugtrial.

-Datos do identiflcacldn del solicitants o de ia peracna que se
presenta la sofichtud, )

-Roprusontaclén grifica y rotog}aﬂc_dol Disofio Industrial o muu_ira
dol Material que incorpora el dl'sano. :
-Comprobante de Pago da |as tasas establecldas.

COMPLETA () INCOMPLETA (

ESQUEMA DE TRAZADO" { )

-Indicaclén de que se solicia el reglstro de Disefo Industrial.
-Datos do idantificaclén del solicltanto o de la porsona que s
pragenta la solicitud,

-Ropresontaclén-gréfica del Esquema Trazado,

Comprobante de Page de las tasas establecidas.
A

COMPLETA ()

INCSMPLETA ( )

Firma Rosponsable:

USUARIO

{)
()

)
)
)
)

—— ey gy, ey

()

()

)

—— —
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s hﬁb. Maprs - Dap.zn:n
Tra: 11 PATml -
. aimie i, Ast4t1 mm F-ln.n
N |.AR|0 UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
' PCT

Gm Frankfurt, Alamanla
Nacionalidad o Domiciio: Franidurt, Alemania
Lugar de Constitucin;  Alsmania

_..| Teléfono: Fax

Nombre: LUIS PATINO LEYVA IDENTIFICACION

Direccién Cra. 14° No. 84-76 - Of, 308 cc. X w~Nr (O

CEO om[X
Cual ___

E-mal: Nomero 2.830.616 TP 2698

| Teléfono: 6161948 Fax 6163976

Nombre; HOFFMANN Holger
Direcclén: Emst-Ludwig-Strasse 5,
Naclonalidad o Domicllio: 64648 Heppenheim, Alemania

103496888 7
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15

23
A\ REIVINDICACIONES

n oo

1 Un compuesto de la fdrmula (l)

R esHUOH y

Ry  es Ho-C(=0)-alquio{C,-Cs)
0 una sal fislolégicamente aceptable del mismo

2 Un compuesto segun la relvindicacién 1 en el que R, es H o metilo

3 Un compueeto segin la remndicacién 1 6 2 en el que R; es H

4 Un compuesto segin una de las relvindicaciones 1 a 3 en el que R, s H 0!
metilo R;es HUOH yRyes H

-~

5 Un compuesto segiin una de las rewvindicaclones 1 a 4 que se caracteriza
por un compueeto de la formula (Il)

m.

8 Un compuesto seg(in una de las.relvindicaciones 1 a 4 que es un compues-
to de la férmula (lli)



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogot4,
2020

Doctor (a)

PATINO LEYVA LUIS

Apoderado{a) y/o Representante de
AVENTIS PHARMA DEUTSCHLAND OMBH

REFERENCIA Radicacién No. 06 38074
Bolicitud internacional EP2004/011244
Fecha inicio fase nacional 24/05/2006

Trimite 11

Evento 379
Actuacién 430
Oficio Mo. A n 8.’14“

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Deciplén 486 de la Comisién de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacin en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traducclén de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documentdo-en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al soliclitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decislén 486, se le
requlere para que dentro del término de dos meses sligulentes a la fecha de
notificaciém del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumpl:l.miento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada . pri su prelacién.

Notifiquese el predente officio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal

El ariterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha B'
j:amou m m



