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¢ COMERCIO
No. 07-04438p
. Fecha: 2007.05 04 o 'oﬂm-oooo
Industria v Comercio Iq ] 11 ; ;ATENTEIL?;”" Ev':?n 2020 NUECREACION;
SUPERINTENDEMCIA RESENTACION F;,,s,:.’_. f;asENACIomL,
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
o) ' SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [ ] Patente de Modelo de Utilidad.
X Capitulo 1. [ ] capitulo 11.
@ Nombre: AiCuris GMBH & Co. KG
SOLICITANTE
Direccion: Friederich-Ebert-Strasse 475, 42117 IDENTIFICACION
M)
Wuppertal, Alemania.
cCc. O NIT [J
Nacionalidad o Domicilio: Wuppertal,
Alemania. CE [J owo []
Lugar de Constitucion: Wuppental, Alemania. Nimero
Teléfono: Fax:
E-mail:
&)) Nombre: MAURICIO PATINO BONNET IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
O APODERADO | Direccién: Carrera 9* No. 74-08 — Of. 305 cc. @ w~t [}
CE. [ ow [X
Teléfono: 3268600 Fax: 3268610
. Nimero 2.878.023 TP 5903
E-mail: mpatino@prietocarrizosa.com.co
@ Nombre: Franz Von Nussbaum
INVENTOR(ES) [ = . . ]
(72) Direccién  Friedenstrasse 75, 40219 Dilsseldorf, Alemania
Nacionalidad o Domicilio: Alemana

® pcCT (86)
Solicitud Intemacional No.  PCT/EP2005/011363 Fecha  22/10/2005

Publicacién Internacional No. WO 2006/048139 A1  Fecha 11/05/2006

® Titulo (54) NONADEPSIPEPTIDOS ACILADOS COMO DERIVADOS DE LISOBACTINA
@ Clasificacién Internacional (51) C 07K 11/02; CO7K 5/06; AG1P 31/04

PRIORIDAD: (33) Pais de Origen {31) Numero de Solicitud

Alemania DE 10 2004 053 407.1

SI X No [ ]

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



ANEXOS

Comprobarte 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 el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

X  Copia de la soficitud internacional. (Resurmen, descripcion, reinvidicaciones, dibujos)

X  Traduccidn de la solicitud intemacional al castellano. {(Resumen, descripcidn, reinvidicaciones, dibujos)

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

De ser ei caso, copia del contraio de acceso.

De ser el caso, documento que acredits la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas

De ser e caso, certificado de deposito del material bioldgico

Arte final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular
0 su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencidn de esta solicitud.

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

X Ouos

OO0

AN EpEEEE

(11) FIGURA CARACTERISTICA

(12) Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE: MAURICIO PATINO BONNET

— “Huwor?wd |

Ntimero 11.342.599 TP 73.583

——

instrucciones para e diligenciamiento del presents formutario , ver reverso de esta pégina.




INVENTORES
(continuacién formulario)

Nina Brunner

Dahlhauser Strasse 103
45279 Essen, Alemania
Nacionalidad Alemana

Rainer Endermann
In den Birken 152a
42113 Wuppertal, Alemania

Nacionalidad Alemana
Chantal Flrstner
Arnoldstrasse 33

45478 Mtilheim an der Ruhr, Alemania
Nacionalidad Suiza

Elke Hartmann
Holunderweg 97

42111 Wuppertal, Alemania
Nacionalidad Alemana

Holger Paulsen
Warrington Platz 13
40721 Hilden, Alemania

Nacionalidad Alemana
Jacqucs Ragot

Steinweg 28b

40625 Dlsseldorf, Alemania

Nacionalidad Francesa

Guido SchifTer

Neuer Triebel 91

42111 Wuppertal, Alemania
Nacionalidad Alemana

Joachim Schuhmacher
Lipkenskothen 31

42113 Wuppertal, Alemania
Nacionalidad Alemana

Niels Svenstrup

In der Heide 81

42553 Velbert, Alemania
Nacionalidad Danesa
Joachim Telser
Wolfskaul 3

51061 K8In, Alemania
Nacionalidad Alemana



Sonja Anlauf

Funckstrasse 63

42115 Wuppertal, Alemania
Nacionalidad Alemana

Michael-Alexander Brilning
Am Springebruch 7

13469 Berlin, Alemania
Nacionalidad Alemana



PCT-EP 2005/011363

Otros Anexos gue s¢ acompaiian a la solicitud

Formulario comespondientc a la solicitud Internacional, con su traduccidn

correspondiente al castellano.

Copia Formulario PCT/IB/304 correspondicnte a la notificacion relativa al envio o

transmisién del documento de prioridad con su traduccidn al castellano.

Copia de la publicacién Intemacional, con su traduccion el castellano,

Copia Formulario PCT/IB/306 correspondiente a la notificacién de registro de una
modificacion en cuanto al nombre y domicilio del solicitante de BAYER
HEALTHCARE AG a ACURIS GMBH &CO. KG.

Copia Formulario PCT/IB/301 correspondiente a la notificacion de recibo de copia

registrada.

Copia Formulario PCT/IB/306 correspondicnte a la notificacién de registro de una
madificacién en cuanto al nuevo domicilio del solicitante AICURIS GMBH & COKG.

Copia Formulario PCT/ISA/210 correspondicnte al informe de biisqueda Internacional,

con su traduccion al castellano.

Copia Formulario PCT/ISA/220 comrespondienic a la notificacién de cavio del informe
de busqueda intemacional y del informe escrito del organismo de bisqueda

internacional o de la declaracién, con su traduccién al castellano.

Copia Formulario PCT/ISA/237 correspondiente a informe escrito del organismo de

basqueda internacional, con su traduccidn al castellano.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

No. 07-044380- -00000-0000

Fecha: 2007-05-04 15:38.47  Dep. 2020 NUECREA
Tra. 11 PATENTEIYIl Eve: %78 FASENACIONCA(L)IN'

Act. 411 PRESENTACION Folios: 193
SUPERINTENDENCIA DE INMISTRIA Y COMERCID
NIT : BOCG1740B9-2
RECIDO OFICIAL OE CajhA : 07 - 34,510
FECHA : NAYD 4 DE 2007
st CONSIGNACIODN asnt

DEPOSSTANTE TIPO PAGD BANCD CUENTA No. PAEO FECHA P&O Vr. PAGD
‘TU GUTIERREZ CARRIZOSCONSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00110-6 45415051  04/03/2007 482,000.00

gt C C NCEPFPT O I

CAHT. RENTESTICO

1 50605-01-01 SOLICITUDES

RESPONSABLE :

CONCEPTO TGTAL CONCEPTO
i TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 482,000.00
TOTAL : $ 482,000.00

CUATROCIENTOS OCHENTA Y DOS NIL PESOS

RECTBO DE CAJA APLLCADO AL EXPEDIENTE No.




BHCD41327-WO

174

SOLICITUD PCT
Original (para PRESENTACION)
[] A comgletar por is oficina de
pressntacién PCT/EP 2005001 1383 (selado)
01 Refsrencis intemacional
Q-2 Fecha de presantacién
Intamacional {22.10.2008) 22 OCT 2005 (seliados)
03 Nombre del Organismo de

preasentacién y “Sclicitud
inernacional PCT"

OFICINA DE PATENTES EUROPEA (sefiado)
SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (seiiatio)

o o o T ROrG1 PCT-SAFE (EASY mode)
0-4-1 Elaborada utilizando Versidn 3.50 (sctuaiizacion 0002.170)
05 Requerimiento

El firmants solicita qua la pressnte
solickud latemacional ses
considerada ssgin ol Tratado de
Coaperacion en Materia de
L) e » Pre on
Organameo de Presentacl ,
 (Seleccionado por el soliciants) Oficina de Pstentes Eurcpea (EPO) (RO/EP)
07 I:Ih“r':ncll del solicitanm o del | 5. ~ngi 00y Uy
I Titulo de Ia Invencién NONADEPSIPEPTIDOS il ACILADOS
1] Solicitante
-1 Esta persona es Solo soficiante
-2 Solicltante para Todos ioa estados designados sxcepio US
114 Nombre BAYER HEALTHCARE AG
-5 Diraccidn 51388 Leverkusen
Alemaria
-6 Nacionalidad (pals) DE
-7 Residancia (pafs; DE
n-a Teldfono N° 0214 30 71186
A8 Telefax N° 0214 30 53482
-1 Solicitante y/o Invemntor
W-1-1 Esta persona es Solicitante @ invertor
-2 Solicitante para Solo US
Hi-1-4 Nombre (APELLIDO, Nombre) VON NUSSBAUM, Frenz
-1-5 Direccién Friedensir. 75
40129 Disselcort
Almania

NH-8 Naclonalidad (pals) DE

-1-7 Residencia (pals) ~ DE

-2 Solicitante y/o Inventor

1-2-1 Estn perscna o8 Solicitante & invenior

-2-2 Solicitante para Solo US

24 Nombra (APELLIDO, Nombra) BRUNNER, Ninz

n-2-5 Dirsccion Danihause Str. 13
45279 Eszen
Ajemania

n-2-6 Naclonalidad (pals) DE

27 Reskiencla (pals DE

-3 Solicitante y/o Inventor

-3-1 Esta plmml es Solicitente e inventor

n-3-2 Solicikante pa Solo US

-34 Nombre (APELLIDO Nombre) ENDERMANN. Rainer

n-35 Dirsccidn in den Birkan 152 A
42113 Wupperis!
Alsmania

n-3-8 Nacionalicad (pais) DE

n-3-.7 Residencia {pals) DE




PCT/EP 2005/011353
24
BHCO41327-WO
SOLICITUD PCT
Original (para PRESENTACION)

-4 Solicitante y/o Inventor

N-4-1 Esia psrsona es Soiickante e invertor

42 Solicitanta para Soio US

l-4-4 Nombre (APELLIDO Nombre) FORSTNER, Chantel

N-4-5 Diraccién Amaoldstr, 33
45478 MoiheimvyRuhr
Alemania

l-4-5 Nacionalidad (pais) CH

-4-7 Residencia (pals) DE

-5 Solichante y/o Inventor

-5-1 Esta persons as Sciicitanta e invanior

n-5-2 Solicitante para Solo US

n-54 Nombre (APELLIDO Nombre) HARTMANN, Elke

m-5-5 Direccibn Holunderweg 97
42111 Mppanul
Alemenia

n-5-8 Nacionalidad (pale) DE

ARS-T Reslidencls (pals) DE

-8 Solicitante y/o Inventor

1-8-1 Eela perasona 8 Soliciante ¢ inventor

n-8-2 Solicltarrte para Solo US

n-8-4 Nombre (APELLIDO, Nombre) PAULSEN, Holger

n-&-5 Direccién Pistz 13
40721 Hilden
Alemania

n-e-6 Nacionalidad (pals) DE

n-5-7 Resldencia (pals) DE

-7 Solickante y/o Inventor

11-7-1 Esia porsona o3 Solicitante e inventor

-7-2 Solidtante para Solo US

n-r-4 Nombre (APELLIDO, Nombr) RAGOT, Jacques

n-7-5 Direccion 268
40625 Ddsseldor!
Alemania

-7-6 Nacionalidad (pals) FR

n-7-7 Reskiencia (pais) DE

n-8 Solicitante y/o Inventor

n-8-1 Esig persona es Salichante ¢ inventor

n-8-2 Sallcitgnte para Sola US

-84 Nombre (APELLIDO, Nombre) SCHIFFER, Guido

m-& Direccldn Never Triebel 81
42111 Wuppertal
Alemania

11-8-6 Nacionalidad {pals) DE

n-8-7 Reskisncia (pals) DE

-5 Sclicitante ylo Inventor

n-g-1 Esla persona es Solicitanta e imventor

w-9-2 Soliciante para Sobb US

n-6-4 Nombre {APELLIDO. Nombre) SCHUMACHER, Joachim

n-e-5 Direccién Am ringeibuach 12b
42113 Wuppertal
Alsmanis

n-8-8 Nacionalidad (pals) DE

n-8-7 Residencia (pals) DE

n-10 Solichants y/o Invemtor

N-10-1 Esta persona o3 Solcitante & inventor

m-o-2 Solicitante para Soio US

n-10-4 Nambre (APELLIDO, Nombre) SVENSTRUP. Nisis

m-10-5 Direcclén in der Helde 81
42553 Velbent
Alemania

m40-6 Nacionalidad (pals) DK

W-10-7 Rasidencia {pais} DE

7§



PCT/EP 2005/011383

Y4
BHCD41327-WO
S0LCITUD PCT
iginal (para PRESENTACION)
111 Solicitants y/o Inventor
-11-1 Esta pareona os Solicitante o invenior
H1-2 Solicitents para Solo US
n-11.4 Nombre (APELLIDO, Norribre) TELSER, Joschim
-11-§8 | Direccidn Wolfsisu! 3
51061 Colonia
Alpmania
418 Nacionslidad (pals) DE
1i-11-7 Rasidancla (pals; DE
112 Solleitanta ylo inventor
n-12-1 Esia persona ea Soiicitante & invertor
iii42-2 Solictants para Solo US
m-12-4 Nombre (APELLIDO, Norribre) ANLAUF, Sonia
-12-5 Direccidn Finckart, 83
42715 Wuppertal
Alemania
n-12-6 Necionalldad (pals) DE
A2 Residencia (pais) DE
13 Sollcitants yio Inventor
m-13-1 Ensta psrsona as Solicitarte e inventor
n-43-2 Solicitants para Sol US
-13-4 Nombre {APELLIDO, Norrbre) BRONNING Michsel-Alsxander
W-13-5 Direcclon Vohwinkeler Feic 89
42327 Wuppertal
Alemania
1i-13-8 Nacionaildad (pais) DE
n-13-7 Residencla (pals DE_
V-1 Agentas, representante comin o
direccién postal separada
La parsona indicada sbajo esha | Representante camin
&ido daﬂgnndl para tramitar anta
los organismos compatentes en el
siguients caricter
V11 Nombre BAYER HEALTHCARE AG
Iv-1-2 Direccion Law and Patents
Patents and Licenaing
51368 Leverkusen
Alsmania
-1-3 Teléfono N® 021430 71186
N-1-4 Telefax N° 0240 30 53482
v DESIGNAGIONES
V-1 La presentacidn de esta solicitud
constituye, segin la regla 4.9(s),
|a designacién de fodes oe palses
signatarios vinculados por el PCT
a |a facha de la presentacidn
internacionsl, para &
ctorgarniante de todo tipo de
proteccitn disponible y, donde
comasponde, pare el otorgamiento
de las plhms nacional y
Vi1 Rllvlndlelcldn de prioridad do
una sollcitud nacional anterior
VHi-1 Facha de presentacion 05 de naviembre de 2004 (05. 11.2004)
WI-1-2 Nomerno 10 2004 053407.1
VI-1-3 Estedo DE
vil-1 Organismo de Bisqueda

Internaclonal selecclonado

Oficine de Patentes Europea (EPQ) (ISA/EF}




PCT/EP 2005/011383

44
BHCD41327-WO
SOLICITUD PCT
Original (para PRESENTACION)
il Daciarncionss Cantided de decipracionas
vili-1 Declaracidn acerca de fa
| idantidad de! inventor _
vili-2 Declaracién acerca del derecho
del aclicitanie de solicitar y
obtener una paterte a la fecha de |~
la soliciturd Intemscional
Viil-3 Declaracién acerca dal darecho
del solictante de relvindicar la 3
prioridad de una solicitud anterior | -
a |a fecha de la saficitud
| intemadionsl
viil-4 Oeclaracion de inventor (solo ante
la designacidn da los Estados -
Unidos de América)
VIl-5 Declaracién acerca de
revelaciones incfensivas o de N
excepcionas por carencia de
novedad —
X Listago de verificacién Cantidad de hojas _Dato{s) slecironicofs) adjuntofs)
IX-1 Solicitud (incluida la hoja de 7 ,
declaraciones)
IX-2 Descripcidn 59 -
-3 Retvindicacionss 4 -
X4 [ Resumen 1 -
x5 usiracién{iones) 0 -
IX-7 TOTAL 71
Antecedorites aduntos Anfecedente(s) en papel acjuntos |_Datofs] electonicofs) acuntols) _
x-8 ja para el cdlculo de tasas [ -
-9 Oél'lll de un poder separado v -
13 | Documeni(e) b prorided__ | Documaricia] VI =
17 Soports de datos PCT- - v
X-19 Numerc de 1a figura de las
Hustraciones a publicar con el
resumen
1X-20 idioma de presentacién de la
solicitud Intemacional Alemiin
X1 Firma del soiicitanta, del agents
o del representante comidn
{Firmado) {Firmado)
X-1-1 Nombre p.p. Dr. Wandke-Ergtiden p.8. Dr. Burkert
Xx-1-2 Nambre del firmante BAYER HEALTHCARE AG
X-1-3 Cardcter _ R — —
PARA USO EXCLUSIVO DE LA OFICINA RECEPTORA
10-1 Fecha co ingreso real de asta
solicttud Intemacional {22.10.2008) 22 OCT 2005 (seliados)
10-2 Nustracinifones)
10-2-1 Ingresadas
10-2-2 No ingresadas
10-3 Fecha de Ingreso modficada
como consecuencia de
documentos o llugtracidn{lonas)
para completar esta solichud
intemacional ingresados
mente en dhmino
104 Fecha de ingresa én bimino de la
correccidn sagan ol artlculo PCT
@)
10-5 Ormanamo de blsqueda
intemacional ISAEP
10-6 Envio del glemplar de la
blsqueda posterpado hasta el
pago da la tesa de hisqueds
PARA USQ EXCLUSIVO DE LA OFICINA INTERNACIONAL
11-1 Fecha de ingreso del sjemplar dal
jo en la Oficina Intemacional

/b



BHC041327-WO ’

PCT-ANTRAG

W\

Original (for EINREICHUNG )

0
01

Vom Anmeldeamt auazulditon
inernationales Allenzelchen

por/ep 2005/ 011363

0-2

Internationalos Anmeldedatum

apocro (22 -N- 2065)

international Appilcation™

0-3 lilmi dos Anmeldeamts und "PCT

EUROPEAN PATENT OFFICE
PCT INTERNATIONAL APPLICATION

04  |Formutar PCT/RGHO1 PCT-Antrap

04-1 |ersism mh PCT-SAFE [BRASY mode]
Version 3.5C (Build 0002.170)
05 [Antragsarsuchen
Der Uniarzeichneta beantragt. dall dio
vorilegenda inlemationals Anmakiung
inach dem Verirag dber die iniemna-
Sanale Zusarmenarbalt auf dem Gablet
'des Patantwesens behandait wird
98 |(vom Anmeider gewiihitas) Europlisches Patentamt (EPA) (RO/EP)
Anmeldaamt
o7 Altanzeichen des Anmeiders oder  |gHC047.327 -WO
Anveaits
1 Bexeichnung der Erfindung ACYLIERTE NONADEPSIPEPTIDE II
] maelder
"1 Disse Porwon bst nur Anmelder
-2 Anmeider {Or lle Bestimmingsstaaten mit Ausnahme von
Us
-4 Name BAYER HEALTHCARE AG
-5 Arsachirii 51368 Leverkusen
Deutachland
n-8 Stastsangshdrighelt (Stasl) DE
n-7 Sitz/Wohnsitz (Staat) DE
-8 Tatatonnr. |02 14 30 71166
e alafaney. D214 30 53482
-1 Anmelder und/oder Erfindar
i-1-1  |Diese Person ist Anmelder und Erfinder
H-1-2  |Anmeider v Nur US
li-14  IName (FAMILIENNAME, Vomame)  |yON NUSSBAUM, Franz
0-1-3  Anschyift Friedenstr. 75
40219 Dilgsaldorf
. Deutschland
W-1-6  |Slastssnpehrigieit [Stoat) De
Ht-1-7  ISitzWohnaitze (Staat) DE

\

/I
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BHC041327-WO
27

PCT-ANTRAG

Original (for EINREICHUNG )
m-2 Anmeider undioder Erfinder
ll-2-1  |Diese Pereon st Anmelder und Erfinder
m-2-2 Anmeldar 10r Nur Us
Hi-2-4 |Name (FAMILIENNAME, Vomame) BRUNNER, Nina

m-2-5 |Ansehiift Dahlhauser Str. 103
45279 Esgsen
Deutschland

1M-2-8 |Swatsangehdrigheit (Stast) DE

-27 |Siz/Wohnshz (Slaat) DE

-3 | Anmaldar und/oder Erfindar

HI-3-1  [Diess Pareon Ist Anmelder und Erfinder

-3-2 |Anmeider fOr r Us

N34 [Name (FAMILIENNAME. Vormeme} IRNDERMANN, Ralner

M35 [Anschilt In den Birken 152 A
42113 Wuppertal

sutschland
IR3-6  [Siaatsangehddghek (Siaal) DE
=37 IQWM(SM) DE

n-4 Anmeldar unid/oder Erfinder

41  |Digse Person Ist Anmelder und Erfinder

-4-2 melder Mr INuxr US

I-4-4 [Name (FAMILIENNAME, Vornsme) FURSTNER . Chantal

-4-5 Arnoldstr. 33
45478 Midlbeim/Ruhr
Deutaschland

W-4-8  |Siagisangehbrigheil (Siaat) CH

i4-7 |Shz/Wohnaitx {Staat) DE

n-5 meider und/ader Erfinder

-5-1  l0less Porson ist Anmelder und Erfinder

m-5-2 |Anmeidar for Nur US

1-54 [Name (FAMILIENNAME, Vomame) HARTMANN, Elka

55  |Anachrift Holunderxweg 97
42111 Wuppertal
Deutschland

Il-56 |Staatsangehdrighal (Staat) DE

mn-5-7 DR

SitxMWohneliz (Glast)

SV RRVRV A T I
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BHCD41327-WO
7

PCT-ANTRAG
Orignal {fur EINREYCHUNG }

-6 Anmelider undfoder Erfinder

li-6-1 |Diese Person lst Anmelder und Exrfinder

Ni-8-2  jAnmekier [Or r US

Ui-G-4 Wmm. (FAMILIENNAME, Vomame)  [pADLSEN, Holger

-85  lAnachrift Warrington Platz 13
40721 Eilden
Peutachland

-8-6 WStnulngahﬂlﬁtelt (Sinat) bg

N-87 [SHzWehnsitz (Staat) DE

-7 Anmelder und/odsr Erfinder

lIF7-1  |Diese Person ist Anmelder und Erfinder

-7-2  |Anmeldaer for Plur uB

l-7-4  |Name (FAMILIENNAME, Vomame)  [pAGOT, Jacques

W75  jAnschrin Steinweg 268
40625 Diiapeldorf

eutgchland

I-7-6  |Steatsangshdrighsit (Slaat) FR

l-7-7  |Shz/Wohnghz (Sleat) DE

-8 Anmeider undioder Erfinder

-8-1  [Diese Person fet Anmaelder und Erfindexr

-8-2 [Anmelder fir r U8

Hi-8-4 |Name (FAMILIENNAME, Vormams) SCHIFFER, Guido

N-g-5 [Anschrit Neuer Trisbel 91
42111 Wuppertal
Deutschland

1-8-6 |Staatsengehirigkelt (Staal) B

11-8-7 |Six/WohnsRz (Staat) B

18 Anmelder undfoder Erfinder

H-8-1 |Diese Parson Ist Anmalder und Erfinder

N-9-2  |Anmeider for Nur TS

-84  |Nama (FAMILIENNAME, Vomeme)  |9CHUHRMACHER, Joachim

li-§-5 [Anschrift Riangelbuach 12b
42113 Wuppertal
Deutschland

-9-6  |Stesisengehirigkell (Stast) DE

11-8-7 |Siz/Wohnaliz (Sinat} ng




8HC041327-WO
417
PCT-ANTRAG
Ciiginal (f0r EINREICHUNG )
=10 Anmelder und/oder Erfindar
iI-10-1 |Diese Person isi Anmelder und Erfinder
N-10-2 |Anmeider fir INuxr US
1-10-4 |[Nama (FAMILIENNAME, Vomame) SVENSTRUP, Niels
IN-10-5 |Anechrifl In der Heide 81
42553 Velbert
Deutschland
N-10-6 |Staateangshorigken (Siaat) K
11-10-7 |Siw/Wohnsilz {Stast) DE
m-11 Anmslder undioder Erfinder
k411 |Dloss Person it Anmelder und Erfinder
N-11-2 |Anmeider for FNu:r: us
M-114 |Nama (FAMILIENNAME, Vomames} TELSER, Joachim
N-11-5 [Anschrift olfskaul 3
51081 K4ln
Deutschland
lI-11-8 |Staatsangahdrigielt (Staal) DE
W-11-7 {SikzAVohnaltz (Stast) DE
m-12 Anmuider und/oder Erfindar
li-12-1 |Diese Porson it Anmelder und Erfinder
-12-2 [Anmetder for Pqur us
11124 [Name (FAMILIENNAME, Vomama) ANLAUF, sonja
W-12-5 |Anwchvift Funckatr. 63
42115 Wuppertal
Deutschland
M-128 |Steatsangehbrigicall (Siaat) ‘ng
N-12-7 |Siz/Wohnsite (Stesi) DE
13 [Anmelder und/odar Erfinder
n-13-1 1Dlll°Pmi'l Anmelder und Exrfinder
l-13-2 |Anmaider {or Nuxr US
1-13-4 [Name (FAMILIENNAME, Vomamo) BRUONING, Michael-Alexander
135 |Angchiint Vohwinkeler Feld 69
42327 Wuppertal
Deutachland
Ni-13-8 |Siaatsangehorigheit (Stast) DE
H-13-7 |SieWohnaite (Stant) DE
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BHCOD41327-WO
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PCT-ANTRAG
Original {f)r EINREICHUNG )

V-1 Anwalt oder gemeinsamer Veriretar

Die unten bezeichnate Person istiwird r
beatel, um fOr den (dia) gemeinsamer Vertrete

V-1 BAYER HEALTHCARE AG
IV-1-2  |Anschrift Law and Patenta
Patents and Licensing
51368 Leverkusen

Deutschland
V13 |Telsfonnr. 0214 30 71166
tv-1-4 |Talefannr. 03114 30 53482

v BESTIMMUNGEN

v Die Elnreichung disnes Antrags
umfait gemil Regei 4.9 Abaatz a die
Beatimmung alisr Yerimgsstaaten,
iOr diw det PCT am Internationalen
Anmekdadutum verbindiich Ist, und,
insowslL verfigbar, fir jede Art von
Schutzrecht und sowoh! fiir sin
ragloneies aly such fir sin nationales

Patant
vi-1 Prioritht einar frihaven natlonalen
Anmaldung besnsprucin
V11 JAnmakiedstum 05. November 2004 (05.11.2004)
VH1-2  INummaer 102004053407.1
VI-1-3  [Stast DE
Vi1 |Gewlhite Intarmationale Recherchen- gy ropfiisches Patentamt (EPFA) (ISA/EP)
VHI |Erkitirungen Anzahl der Eridiirungsn
Vi1 Eklrum hinsichtiich der Identitat das  |_
Erfindera

Vil-2  |Erkiiirung hinsiciriich der Barechtigung |_
s Anrnelders, zum Zalipunkt des

Internationaion Asmsidedatums, oin
Paterl zv beantragen und zu erhalon

Viil-3  |Erklarung hindchtiich dar Berachtigung
dea Anmeidars, zum Zeltpunit des
Internationalen Anmeidedaivma, dis
Prioritdt elner friiheren Anmeidung ru
baanspruchen

Vill-44  |Erfindereridiirung (nur im Hinblick aul die| .

Bestimmung der Veminigien Staaten

vor Amerika)

ViIIkS  |Erklarung hinsichiich unschidlicher -

Offenbarungen odar Ausnahmen von

der NeuheltsschidichikeR




ik 5 /8193653

BHC041327-WO
err
PCT-ANTRAG
Original (fir EINREICHUNG )

IX |[Kontrotiate Anzahl dor Btéiter Elekiranlsche Datai(en) boigefigt
-1 Antrag (iInkiusive Erki@rungsbiatier) yi 7/
X-2  {Baschratbung 59 -
X-3 pricha 4 -
X4  [Zuvsernmeniassung 1 v
IX-5 ichnung(en) 0 -
I1X-7 INSGESAMT 71

Beigefigts Untariagen Unterlage(n) in Papleviorm bsigefigt | _ Elakironischa Dalei{en) baigafagt
X-8  [Biatt for dio GabOhrenberechnung / -
x-0 Original ainer gesonderien Volmacht Y -
IX-13  |Prioritiitsbelep(e) terlage{n) VI-1 -
X-17  |PCT-SAFE Delentriger - v
IX-19  |Nr. dar Abb. der Zsichn., dia mit dor

Zusemmaenf, vercffentlicht werden

soll
X1 Unterschrift des Anmelders, des Q' J—

Anwaits oder des Gsmeinsamen e

esrtreters . -
N LA ppe S e
i. Dr. ndkte-~ Fné.:den ppa. Dr. Burkert
A1 [Name (FAMLIENNAME, Vomame) BAY HEALTECARE AG
X-1-2 |Namo der unterzeichnerxien Person
X-13  |Eigenachafi
VOM ANMELDEAMT AUSZUFULLEN
r ] LY

10-1 Datum des Latalichilchen Eingangs

Idlcur Internationalen Anmeidung { 2 L 10- 05 } 122 OCT 2005
10-2 Zelchnung(en): ~
10-2-1 |Engegangan
10-2-2 |Nicht singagangen
10-3 Gaelindertes Elngangadytum sufgrund

nachirlglich, jadoch fristgerecit

eingeg- Uniariage{n) oder

Zolchnunpg(en) zur Vervolistindigung

disser inL. Arvmaldung
104 Datum des iristgerechien Eingangs

der Berichtigung nach PCT Artlkel

11(2)
10-5 Ilnhrnll.lonah Recherchenbehdrde |15a /ED
10-8 Ubermitilung des Racher-

chenexemnplars bis zur Zahlung der

Reacherchengebithr aufgeschoben
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PCT-ANTRAG
Originel {fir EINREICHUNG )

/

VOM INTERNATIONALEN BURO AUSZUFULLEN

5

1141 Daturn des Eingange des
Aktanaxemplars baim Internationalen
Billro




PCT/EP 2005/011363
TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES
K_a Is OFICINA INTERNACIONAL
o ST
Notificacion de Recepcién de ol .
Copla Registrada 51388 :.m e
Alemania
{Regla PCT 24.2(a))
"Fecha de envio (diwmes/anc);
NOTIFICACION IMPORTANTE
17 de noviembra de 2005 (17.11. _
Resrencia del soliciants o del agerte: “Boligitud intemadional N°:
BHCO41327- WO PCT/EP 2005011383

Inemacional, como se detalla abajo.

VON NUSSBAUM, Frant et al. (para US)

Fecha de recepcién
Fecha de priofidad retvindicada

Fecha de recapcidn de la copla reglatrada por
La Oficina Internacional

Lista de Oficmas designades:

AP. BW, GH, GM, KE. LS, MW, MZ, NA, SD
: U,

Se natifica al solicitants por este madia que la Oficina Intermscional ha recibldo (a copis regiatrada de la Solicitud

Nambre{s) del{los) solicitante(s) y palsss para los cuales son sclicitadas
BAYER HEALTHCARE AG (para Iodos fos paises designados excepto US)

ES. FI, FR, GB, GR. HU. IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL. PL, PT. RO,

!
o
3
:
:
®
®
8
2
:
R
2
2
2
8

2

2
R
]
R

, SL, SZ, TZ, UG, ZM, 2W

22 de octubm de 2005 (22 10.2005)
05 de noviemnbre de 2004 {05.11.2004)

11 de nowembre de 2005 (11.11.2005)

a

La Oficing Intemacions] de WIPO
34, chemin des Colombettas
1211 Ginebra 20, Sulza

Facslmil N (41-22) 338.89.70

IFum:'l:rmiﬂ aulorizado:

Petrick VILLECHAISE {Fax 338 6970)

Teldfono N°. (41 22) 338 8385

Fermudario PCT/IBA0] (enere 2004)
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From the INTERNATIONAL BUREAU

™
7 o

5/011363

PCT To:
N oAb Cory T O BAYER HEALTHCARE AG__
Law and Patents " ,‘ W AT !
Patents and Licensing f"'r met o
(PCT Rule 24.2(a)) 51368 Laverkusen ' I
Germany l ZJ e, i i
j:"’ ML 2N 1 |
e
Data of maiting (day/month/year)
17 Novembaer 2005 (17.11.2005) IMPORTANT NOTIFICATION
Applicant's or agont's file reforence International application No.
BHC041327-WO PCT/EP2005/011363

detailed bolow.

VON NUSSBAUM, Frenz et al (for US)

International fillng date
Priority dato(s) claimed

Dats of receipt of the record copy
by the Internetional Bureay

List of designated Offices

EA :AM,AZ BY,KG,KZ,MD,RU,TJ, TM

SE,SL,SK, TR

The sppiicant is hereby notified that the Internationaf Bureau has recslved the record copy of the International spplicstion as

Name{s) of the applicant{s) and State{s) for which they sre applicants:
BAYER HEALTHCARE AG (for all designeted States except US)

22 October 2005 {22.10.2005)
05 November 2004 {05.11.2004)

11 November 2005 (11.11.2005)

AP :BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,5Z,T2,UG,ZM ZW
EP :-AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE.ES,FI,FR,GB,G R,HULIE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,NL PL,PT,ROQ,

OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MA,NE,SN,TD, TG
National :AE,AG,AL,AM,AT AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,
DZ EC.EE EG,ES,F,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,
LS,LT,LU,LV,LY,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,0M,PG,PH,PL,PT ,RO,RU,SC,SD,

SE.SG,SK,SL,SM,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,2A ZM,ZW

Tho International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Qeneve 20, Switzerland

Facsimile No. (41-22) 338.86.70

Authorized officer:

Patrick VILLECHAISE (Fax 338 89701

Telephone No. {41.22) 338 8306




PCT/EP 2005/004482

TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

De la OFICINA INTERNACIONAL

PCT A
Notificaclén concernlente al f::f,’f,’:,:‘m” ICARE AG
snvio o transmialén del Patents and Licansing
Documento de prioridad 491368 Loverkuzen
Alemania
(Instruccionas Administrativas PCT, seccidn 411)
Fecha de anvio (dis'mes/afio):
03 de marxo de 2008 (03.03.2008) _ o
Raferencia del solcitanie o del agants: —
no disponibie NOTIFICACION IMPORTANTE
BHCO41327-WO
Sollatd Intemnadional N™: Fecha de presentacién (dia/mes/ana):
PCT/EP 2005011363 22 de oclubre de 2005 (22.10.2008)
Fecha de publicecion Intemacional (diames/afio): de prioridad (dfa/mes/afio);
05 de noviambre de 2004 {05. 11.2004)
}_Saldhlm:

BAYES HEALTHCARE AG ef al.

1.  Por medio de esta formulario, que reemplaze cualquier natificacién concernienta a ervlo ¢ transmisidn de
documentos de prioridad realizada previamente, se notifica al solicitante de (a fecha de recapcién por la Oficinag
intemacional dei{los) documanto(s) que se rafieren a la(s) soficitud{ea) anterior(es) cuym priorided e reclamada,
En tamto no spamzca un asterisco préximo a la fecha de recapcion o las istras “NR” an la columna derecha, el
documento de prioridad concemients ha sido envigdo o transmitido al Organismo intemachonal, en
cumpiimienio de s PCT 17.1{a) o (b).

2. (sicorresponds) Las letras “NR" que apamecsn en ia cohamna derecha denctan un documsnto de prioridad
que, a |a facha de envio de wete formulario, adn no ha slde recibldo por la Oficina Internacional segin la
regla 17.1 (@) o (b). Cusnda, segain la regla 17.1(a), el documento de priorided dabe ser erviado por ol
sofichame a |a Oficina receptora ¢ al Organismo Intemacional pero el solicitante no realind el envia del
documento de prioridad en ol plaro correspondiante a tel regle, of solicitente debe dirigir su atencidn a ta regla
17.1(c), }a que establece que ninguna Oficina designada no debe hacer caso omiso da la reivindicacién de
prioridad concemients antes de dar al soliciants una oportunidad, antes de antrar on (a fase naclonsl, de
suministrar ol documsnto de prioridad dentro de un plazo rezonable con igs circunstancies.

3. (vi comesponds) Un asterisco qus aparece préximo a la fecha de recepcidn, en la columna de ia derecha,
dencia un documento de prioridad envisdo o tranemitido a la Oficina internacional que no cumgle con s
regia 17.4(s) o (b} (o} documento de “pricfidad fue recibido daspuds del plaro prescripto en la regla 17.1(a) 0 of
mquaﬁnimhdummyhmnhrddmnnnhdepﬂoﬁndﬁnamhmlIaOﬂdnnmmlum
del plazo spiicable sagon ia regla 17.1(b). Sin embargo, en tanto el documento de prioridad no &s suministrado
en acordanzs con la regla 17.1(a) ¢ (b), el Organismo Intemacional no transmitini un copta dal documento  las
oficinas designacdes, pars su consiieracion. . En caso de que a Oficina designada no acepie tal copis como
domnnnhdapﬁmldld la regla 17.1(c), establecs que un organiamo no designixio debe pasar por aito la
reivindicacién de priorided antes do dar ul soficikante una oporiunidad, al entrar sn in fasa nacional, de
suministrar el documento de prioridad an un plazo razonebile con las clrcunsiancias.

Fecha d Prioridad Solleitud de Priorided Pais y Oficing Ragional Feche de Racepcion del
uOficine ecaptora del PCT  Docume o de Pripridad
05 de roviembre de 2004 10 2004 3534071 DE 22 de febrero de 2008
{05.11.2004) (22.02.2008)
La OfGina Intemacional de WIPD Funcionario aulonzade:
34, chemin des Colombettes
1211 Ginebra 20, Suiza Carios - Gisbertus B

Facsimil N° +41-22 7?:1;4 k] oder

| Facalmil N, (41-22) 338 82.70 Teldfono N*- +41-22 338 95 81

“Fennulario PCTAB/OM (ocubre 20057 TCRIAWAFT

4
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2005/011363

mussi.fiﬂ,

From the INTERNATIONAL BUREAL

PCT - 7 Il (ggcen

4
NOTIFICATION CONCERNING ’ BAYER HEALTHCARE AG
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Law and Palenis
OF PRIORITY DOCUMENT Patents and Licensing
51388 Leverkusen
ALLEMAGNE

(PCT Administrmive Instructions, Scciion 41 n

Date of” nmiling ehes stewsthe ver? Lalytel g

03 March 2006 (03.03.2006) | Payur i Setvine

Law ond Paents

\pphnts or agant’s like reloraiwe ge_ =m I o

BHC041327-WO 21 Mdrz 05 INPORTANT NOTIFICATION
Imemational applwation Nu - ™ mernational Tiling dale peian” maessth veord

PCT/EP2005/011363 EINU}- NG J 22 Oclober 2005 (22.10.2005)
...ltcnmimnl publicainny date gebey el vt Priority dute jdev ivanth vord

Not yet publishad 05 November 2004 (05.11.2004)
Applican

BAYER HEALTHCARE AG et al

L Iy means of ihix Form, which replices imy previoudy imawd notifivation concemning  submixtion or transmittel of priority
documenty, the applicant 15 hereby ushilicd of the date of receipt by the Intemational Burcau of’ the prionity document(s) reluling 1o
all carlier upplicutian(s) whose priority is claimed. Cnless otherwise indicated by the etlers "NR™. in the right-hand column o by an
aneTisk appenring next 1o u dute o regeipt. the prierity document concerned was submitted or inoapitied 10 the Interationas) Bunauu
in annplizmee with Rule 17.1(n) or ().

3. df upplicable} The betiers *NR" uppeuring in the right-lund column denote u priority document which, on the dute of muiling of
this Eopm, hund not yet heen recehved hy the Internatiomal Burcuuw wiwler Rule 17.1(a) ar (h), Where, onder Rule 37 Kka). il
privrily document must be submitied by the applicont to the reeeiving Oifice or the intematione! Borean, but the opplicam fionls v
submut (ke priority decument within e applicable time timit under th Rule. the attentivn of the applicant i direeted 0 Rule
17.ker which provides thot no designutal Oflice may  disregand Uwe priority eluim concerned  hefore giving the applicnt i
oLy, Upon entry e the nationasl phise. W fumish the priority. decoent within o time ot which is reasomible under the
ciretmstunys,

At applieeblelAn usterisk (*) uppearing next Lo u dote of receipt. in the right-hand eolum, Jensiex » prierily document submirted
ur tramsmitted to the International Burenu but not in compliunce with Rule 17.1(u} or (h) {1t priorily document was neeeivd
aller the time limit prescribed in Rube 17.1ga) or the raquest o prepure i tesanil the priorly docunent wos submited fo e
recaving Ulfice uiter the applicable time liml under Rule 17.i0b)). Even though the prionity doecument was it fimnished m
complinace with Rule 17.1¢u) or (bY the Intemational lurepn will neverthelexs wunsmil a copy of the docunient to the designised
Oficex. Tor their congicleration. In case sweh o copy is ot accepied by the designatal Oflice ax the priority document, Rule 17. 1)
provides thit no dexignated Office may Jdisnegard the priority claim concennal before giving Uw applicant an oppertunity. upen onlry
inte the national phase. o fumish (e procity document within o e limit which is reasonable under the cireumstanees, ’

05 November 2004 (05 11.2004) 10 2004 053 407.1 DE 22 February 2008 (22 02.2006)

Authorized officer

Carlos Roy - Gijsberius Beijer
Fiesimile Na, -+11 22 740 1.4 35
Tuelephome Nu, 1) 22 338 45 6]

The Intermitional Burenu off WIIX)
M. clwemin des Colomstnttes
1211 CGeneva 20. Swiveerloml

Foesimile Ne. +11 32 23R 82 70



} 1. 0 G

(12) NACH DEM VERTEAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBREIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Welturganisation ffir gelstiges Rigentnm
Internstionales Bliro

(43) Internatipnales Vertffentlichungedatom
11, Mad 2006 (11.05.2006)

RSV | R D
~ ' \
|

(10) Internationale VerdffentBchungsanmmer

WO 2006/048139 Al

{51) Infernationsle PalcntilusalTuntion:
CY/K 11/02 (2006.01) AGIP 3174 (2005.01)
CO7K 5/0d (2006.01)

(21) Inierrmtionmles Akiemseichen:  PCT/BP2005/011363

(12) Iniernationales Aumeldednhum:
22 Oitober 2009 (22.10.2005)

(25) Einreichungespruche: Deutsch
(26) VYerSl¥cntichungssprache:

(30) Avgaben sur Prioritit:
10 2004 053 407.1

Dentsch

5. Novembor 2004 (D5.11.2004) DE .

(71) Anmelder (fiir alle Bsstimmungsrsaaten mir Ausnabome von
US): BAYER HEALTHCARE AG [DE/DE]; 31368 Lev-
erkusen (DH).

(72) Erfinder; und

(75) Erfinder/Amncldor (nar fir US): VON NUSSBAUM,
Fraox [DEDE); Frisdenstr 75, 40219 Dtsseldor! (DE).
BRUNNER, Nina [DE/DE]; Dahihsoser Stz 103, 45279
Besen (DE). ENDERMANN, Ratner [DE/DE}; In den
Birkan 152 A, 42113 Woppatal (DB). FORSTNER,
Chantsl [CH/DE]; Amoldatr. 33, 45478 Mulheim/Ryhr
(DE). HAKRTMANN, Elke [DE/DE]; Holunderweg 97,
42111 Wuppertal (DH). PAULSEN, Hplge [DE/DE];
Wayrington Platz 13, 40721 Hidsa (DE). RAGOT,
Jacqoes [FR/DE]; Stalrwag 268, 40625 Daszeldarf (DE).
SCHIFFER, Guido [DE/DE]; Neuer Triebol 91, 42111
Waoppental (DE). SCHUHMA CHER, Joachim [DB/DE];
Am Ringsibupch 12b, 42113 Wuppertal (D). SVEN-
STRUF, Nlals [DE/DE]; In der Hedde 81, 42553 Velbert

(DR). TELSER, Joachim [DE/DB]; Walfskan) 3, 51061
Kain (DE). ANLAUF, Sonjs [DE/DE]; Funckstr. 63,
42115 Wupperta! (DE). mnmc.mum
[DB/DE); Vohwinkeler Feld 69, 42327 Wuppertal (DR).

(74) Gemaipsamer Vertreter: BAYER HEALTHCARE AG;
La;;)lndl'm Patents and Licsnsing, 51368 Levarkumen

EM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, LY,

AD, M3, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG. NI, NO,
NZ.OM.PG PH, PL, PT, RO, R1), 8C, 5D, SE, 8G, SKX,
SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(B4) Bestbmungestaaten (sowelr micht andery angegabem, flir
Jeda verfilghars re=ionals Schuterechiyarty: ARIPO (BW,
GH, GM, KE, L3, MW, MZ, NA, SD, 8L, 82, TZ, UG,
ZM, ZW), ournsischos (AM, AZ, BY, K03, XZ, MD, RU,
TJ, TM), europEisches (AT, BE, B3, CH, CY, CZ, DB, DK,
ER, ES, F1, FR, GB, OR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, LV, MC,
NL, PL, PT, RO, SR, SI, 5K, TR), OAPI (BF. BJ, CR, CO,
CT, CM, GA, ON, OQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Verdfienilicht:
—  mit imernationalem Recherchanberichn

Zur Bridarung der Zweibuckstaben-Coder und dar andaren Ab-
kérzungen wind awf die Eridirungen ("Guldance Notes on Co-
des and Abbreviastians”) am Arfong feder regulliran Ausgabe der
PCT-Gantiz varwicsen

(54) Tile: ACYLATED NONADEPSIFEPTIDES USED AS LYSOBACTIN DERIVATIVBES

(54) Beazelchaung: ACYLIBRTH NONADEPSIPEPTIDH ALS LYSOBACTINDHRIVATE

v={ (57) Absiract: The invention relatss 1o nonadepsipeptides (lysobactin derivatives), mothods for (he production thereof, and the
4 uge thareof fur prodocing medicaments waed for treating and/or proventing disnasss, espucially bactarinl infections disexses. Sxid
novel lysobactin derjvatives distinguish thamselves from the naiuml subsiance by the N-terminal paptide chain which comprises a
&\ 3-3-pyridyl)-alary! radical.

\D

WO 2006/04813

(57) Zummmenfhasung: Dis Erfinding batrifty Nonadepeipeptide (Lymbactin-Derivate) und Verfabren 2u theer Herwtellung sowie
ihro Vorwendang xar Herstalhng von Arzncimittoln zur Behandiong uad/oder Prophylaxe von Krankheitan, inshesondere bakteri-
ellen Infektionsicrankhsiten. Die ncuen Lysobactin-Derlvete unterschieden sich vom Natorsioff durch die N-terminalen Peptidketts,

die einen 3-(3-pyridyl)-alanyl-Rest umfasst

rL’\/
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Publicacion de ia solicitud internacional bajo PCT

Organizacién Mundial de Propiedad Intelectual

Oficina Internacional

Facha de publicacién internacional : 11 de mayo de 2006 (11.05.2006)
Nidmero de publicaclén internacional: WO 2006/048139 A1

(51)

(21)
(22)
(25)
{26)
(30)

(71)

(72)
(75)

(74)

{81)

Clasificacion internacional de patentes:

CO7K 11/02 (2006.01) A61P 31/04 (2006.01)

CO7K 5/06 (2006.01)

Nimero de solicitud internacional: PCT/EP2005/011383

Fecha de presentacion internacional: 22 de octubre de 2005 (22.10.2005)
Idioma de la presentacion: aleman

Idioma de la publicacién: aleman

Antecedentes de prioridad:

10 2004 053 407.1 de 5 noviembre de 2004 (05.11.2004) DE

Solicitants {para todos los estados designados con excepcién de US):
BAYER HEALTHCARE AG [DE/DE]; 51368 Leverkusen (DE).

Inventores; y

Inventor/Solicitante (solamente para US): VON NUSSBAUM, Franz
[DE/DE]; Friedenstrasse 75, 40218 Disseldorf (DE). BRUNNER, Nina
[DE/DE];, Dahlhauser Strasse 103, 45279 Essen (DE). ENDERMANN,
Rainer [DE/DE]; In den Birken 152 A, 42113 Wuppertal (DE). FURSTNER,
Chantal [CH/DE]; Armnoldstrasse 33, 45478 Mdulheim/Ruhr (DE).
HARTMANN, Elke [DE/DE]; Holunderweg 97, 42111 Wuppertal (DE).
PAULSEN, Holger [DE/DE]; Warrington Platz 13, 40721 Hilden (DE).
RAGOT, Jacques [FR/DE], Steinweg 268, 40625 Dusseldorf (DE).
SCHIFFER, Guido [DE/DE]; Neuer Triebel 91, 42111 Wuppertal (DE).
SCHUHMACHER, Joachim [DE/DE];, Am Ringelbusch 12b, 42113
Wuppertal (DE). SVENSTRUP, Niels [DK/DE]; In der Heide 81, 42553
Velbert (DE). TELSER, Joachim [DE/DE]; Wolfskaul 3, 51061 Kéin (DE).
ANLAUF, Sonja [DE/DE}, Funckstrasse 63, 42115 Wuppertal (DE).
BRUNING, Michael-Alexander [DE/DE]; Vohwinkeler Feld 69, 42327
Wuppertal (DE).

representante en comiin: BAYER HEALTHCARE AG; Law and Patents,
Patents and Licensing, 51368 Leverkusen (DE).

Estados designados (en la medida en que no se indique lo contrario, para
cada tipo de proteccion nacional disponible): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ,
BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
Dz, EC, EE, EG, ES, FIl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP,
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KE, KG, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, LY, MA, MD, MG,
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU,
SC, 8D, SE, SG, 8K, SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ,VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

{84) Estados designados (en la medida en que no se indique lo contrario, para
cada tipo de proteccion regional disponible); Patente ARIPO (BW, GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW), Patente euroasiatica
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), Patente europea (AT, BE, BG, CH,
CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC,
NL, PL, PT, RO, SE, S|, SK, TR), Patente OAP! (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicado:
- con el informe de blisqueda intemacional

Véanse las explicaciones (,Guidance Notes on Codes an Abbreviations") al co-

mienzo de cada edicion regular de la Gaceta-PCT para la explicacion del cddigo
de dos digitos y de las otras abreviaturas

(54) Titulo: Nonadepsipéptidos acilados como derivados de lisobactina

(57) Resumen

La invencion se refiere a nonadepsipéptidos (derivado de lisobactina) y a
procedimientos para su preparacién, asi como a su uso para la preparacion de
medicamentos para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades, especialmen-
te enfermedades infecciosas bacterianas. Los nuevos derivados de lisobactina se
diferencian de la sustancia natural por la cadena de peptidos terminales N que

abarcan un resto de 3-(piridil-3)-alanil.

WO02006/048139 PCT/EP2005/011363



PCT/EP 2005/011383

TRATADO DE COOP_ERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

De la OFICINA INTERNACIONAL

PCT K
Notificacién de reglstro de fff,’:;f,ﬁ‘,,’ ',' CARE AG
una modificacidn Poatents and Licensing
51368 Leverkusen
(regla PCT 92bis.1 @ Alemania
Instrucciones Administratives . saccion 422)
Fecha de envio {die/mes/afio):
19 de mayo de 2006 (19.05.2006) - ]
Raferencia dei solictante o del sgente: — _‘__T
NOTIFICACION IMPORTANTE
_ 1043-MF-CB
Sollcitud Intsmacional N®: Fecha de presantacion (diafnea/sfio):
PCT/EP 2005/011383 22 de octubre de 2005 (22. 10.2005)
1.  Las siguientes indicaciones aparecen en los registros concemientes a:
| 5l ol solicitants Cl ol Inventor O el agents Qe nte coman |
Nombre y dirsccidn: als de Pale de
Necionalidad Rasidencia
BAYER HEALTHCARE AG DE DE
513688 Leverkusan Yoo
Alemania 0214 30 71166
Facalmil N=
0214 30 53482
Telex N°-
7. La Oficne Imamaconal notica por st medio &l SolGtunts que $8 regiatrs (s sigiients moaficacen,
concemiente a:
&l la persona O &l nombre O el domigilio O la nacionalided 1 la residencia
Nombre y direceidn; als do Ia de
Naclonalided Residencia
AICURIS GMBH & CO. KG DE DE
Aprather Weg 182
D-52117 Wuppertel Teitfono N
Alemania
[Facsimi N™.
| Telex N°:

3. Cims gbservecionss, &1 30N necasarian:

5. Ge envis una copla da esta noBcacon &:
B s Oficine mcaptona

@ ias Oficdnes concemiantas designadas

34, chamin des Colombettes
12¥1 Geneva 20, Sulza

Facsimil N* (41-22) 338.89.70

O el Crganlsmo da Biaqueds Internecional O Ias Oficinas concemientss seleccionadas
01 el Organiemo de Examen Preliminer Intemacional [  otos:
La Oficina Intemacional de WAPO Fundonario avtorzado:

M. Sangsre
Teléfono N* {41-22) 338 8151

Formulario PCTA (mayo [994)

006948313
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Capy far tha designated Office (DOVEP) PCT/EP2005/011363
PATENT COOPERATION TREATY 31

PCT

/

s
NOTIFICATION OF THE RECORDING J/
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and

From the INTERNATIONAL BUREAU
Ta:

BAYER HEALTHCARE AG
Law and Patants
Patents and Licensing

Administrative Instructions, Section 422) 61368 Levarkusen
Germany
Dats of meiling [day/month/yaar)
19 May 2006 (19.05.2006)
Applicant’s or agant’s fils referance
~ 1043A-MF/CB IMPORTANT NOTIFICATION
Intamastional appliostion No. Internationsl fikng date (day/month/year)
PCT/EP2006/011363 22 October 2005 (22.10.2005)

1. The following indlcstions appesred on record conceming:

[X] the sppilcam [] e invenar

D the agent

I:I the common represantative

E the person D the hama

Nama and Address ~State of Netionailty State of Residencs
BAYER HEALTHCARE AG DE DE
g‘l 3 Leverku’en _T!lml'l. No.
srmany 0214 30 71166
Facaimile No.
0214 30 53482
Teleprinter No.

2. The imemational Bureau harsby notifies the applicant thet the following change has been recorded conoerning:

[(] the sgdrass

D the aatignaiity E] the residsnos

@ the receiving Office
[[] the internationst Searching Authority
D the International Preliminary Examining Authority

Name and Address te of Nadonaily State of Retidence
ilcugls Gme'll'B& CO.KG S ~ DE DE
prather yeg ita ety = #~1 Telpp! No.
D-52117 Wuppertal RN e '! hone
Germany e N Tt

28¢5, aups) FresmeRe
TEAM 14

3. Further obsarvations, if neosssery:
4. A oopy of this notification has been sant to:

Teleprimer No.

@ the designated Offices concerned
D the elacted Offices concernad

[] owver:

The internations! Bureau of WIFO
34, chemin des Colombettes
1211 Goneva 20, Switzeriand

Facsimile No. (41-22) 338.80.70

Autharized officer
M. Sangare

Telaphons No, {41-22) 338 8151

Form PCTAR/308 {(March 1984)

%



PCT/EP 2005/011363

TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

VERSION CORREGIDA (sefiado)

De la OFICINA INTERNACIONAL

PCT A
WITTE, Alexancer
Notificacién de registro de WITTE, WELLER & PARTNER
una modificacién Rotebohiatr. 121
70178 Stuttgart
(regla PCT 82bis. 1@ Alemaria
Instrucciones Administratives , seccidn 422)
[ Fecha de amvio ([diaimes/aio).
25 de sgoalo dw 2006 (25.08.2008) .
Referencia del solciante o del agente. -
NOTIFICACION IMPORTANTE
1043A-MF-CB _[1045PD29WO (manuscritp)]
[ Sciicitud Internacional N°; Fecha de presentacion (dia/nes/a’o)"

PCT/EP 2005011363

22 de octubys de 2005 (22. 10.2005)

1. Les siguientss Indicaciones aparecen en los registros concemientes &

M ol solicitante O ol inventor O el sgents O ol repressntants comin
Nombre y direccidn: Pals de Pale de
Necionatidad Reskdencla
AICURIS GMBH & CO. KG DE DE
Aprather Wag 18a -
D-52117 Wuppertal Telétano K-
Alemania
Facsimis N>,
Talax N*

concemients a: .

Z. LaOfcna Intemacional notfica por este medio al solkitants que se reglste la srguients modificacion,

34, chamin des Colombettes
1211 Geneva 20. Suiza

Facaimil N*. (41-22) 338.84.70

O] ia persona O &l norbre _B ol domicilio 1 la necionalidad O la residencie
Nombre y direcdion: Pals de Pals de
Nacionalidad Resldencia
AICURIS GMBH & CO. KG 0E De
Aprather Weg 18a (Totaro ¥ —
42117 Wuppertal o=
Alemania
Facaimil N&
Telax N*
3. Olres Observaciones, sl 30n necasaiies; -
3. e onvia Una copla de eeld noficacion &,
B i Ofcina recaptom tas Oficinas concernientes designadas
O el Organiamo de Bimqueda Internacional O Ias Oficinas concemiemes seleccionadss
O el Orgenismo de Examen Prefiminar Intemacional [0 ofros:
La Oficina Intsmadional de WIPO Funcionario autorzade:;

Sivie STENDER (Fax 338 8970)
Teldfano N™ (41-22) 338 9926

Formulario PCT/IR/306 {morzn 1994)

OXRTAI9T
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PCT/EP2005/011363

PATENT COOPERATION TREATY

"-} ﬂh“‘ F‘l‘r F\."I

thhr_‘i

M

" T"‘ - U
1Y
c&?sms v

OF A CHANGE
(PCT Rule 92bls.1 and

From the INTERNATIONAL BUREAU
To:

WITTE, Alexande;
WITTE, WEI,LER &'PAHTNER
Rotebuhlstr 1Mz

Administratlve Instructions, Sectlon 422) 70178 Stuttgart 01 Sep. 53
Germany |
Datw of mailing (dey/month/year) .'=rl t: o
26 August 2006 (25.08.2006) O il
Applicant's or a file reforence
pplicant's or agent’s IMPORTANT NOTIFICATION

1043A-MFICB /04909 Gip

internstional spplication No.
PCT/EP2005/011363

Intornational filing date (day/month/year)
22 Octabar 2005 {22.10.2005)

E ihe applicant

1. The following indicatlons appeared on record concarning:

D the agent

D the common reprasentative

D the inventor
Nome and Addreas

AICURIS GMBH & CO.KG
Aprather Weg 18a
D-52117 Wuppartal
Germany

D the parson

2. The Intornetional Bureau hereby notifles tho applicant that the following change has been recorded concerning:
Bl the pddrase

State of Rasidanco
DE

" State of Nationality
DE

" Talephone No.

Faesimile No.

Telaprinter No.

D tha nationality D the reaidence

D the name
Nemo and Addross

AICURIS GMBH & CO.KG
Aprather Weg 18a

42117 Wuppertal
Germany

[g] the receiving Office
D the International Searching Authority
D the International Preliminary Examining Autharity

3. Further observations, if necessary:
4. A copy af thia notificstlon has bhaen sant to:

State of Nltionaﬁy State of Residence
DE DE

Telaphona No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

IE the designated Offices concernad
D the elgcted Difices concemed

D other:

Theo imternational Hurosu of WIPO
34, chemin des Calombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. {41 22] 338.80.70

Authorized offlcer
Silvie STENDER (Fax 338 8970)

Telephona No. {41-22) 338 0828




TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

Informe de Busqueda Internacional
{Asticulo PCT 18, sl como regias PCT 43 y #4)

O S —
Referencia de] solicitantc o del agentc PROGEDER  Ver motificacién frmulmrio PCTASAZ20, asi como. cn 1o

BHC041327-WO comresponda. €| punk 3.sbejo
Refercncia Internacional Fecha de presentacién Intemnacional Fecha de prioridad (la mis entigua)
{dis‘mes/ano}
| PCT/EP 2005011363 22.10.2005 05.11.2004
*Solicitame
BAYER HEALTHCARE AG

Eslw Informa de Bilsqueda Intemacional fue elaborado por 81 Organismo de Buagqueda Intemacional y, de acuerdo con
ol articulo 18, es enviado & sdlicitante. Se envia una copla a la Oficna Intemacional.

Esta informe de bisgueda Intemacional comprende, on tolal, _§ hojae.

B Ademde so sdiunts una copia de cada uno de los antecedentes del estado de Ia téenica
mencionados en este inforrma

1.  Fundamentos del Informe

a. Con respecto al idioms, la busqueda intemacional fue Nevada & cabo scbm la base de la salicitud
internacional en ol klioma en que fue levada a cabo, en tanlo no se indique otra cosa an este punte

O  una traduccién de la solicitud imemacionsl ol . quo es o idorna de una traduccidn
suminieirada & los fines da la bisqueda Intemacional {regla 23.1 (b))

b. [0 Canrespactoa los nucleétidos yio sminodcidos reveladas on la solicitud intemacional, ver campo

N1
2 & Detsrminadas reivindicaciones no eran Inveatigables (ver campo lI).
3 O Lainvencién carece de uniformidad (ver campa 1),

4. Con respecio al thulo,

O  seaprueba o texto presentado por el solictants.

B el texto fue establecido por el organisma como sigue:
NONADEPSIPEPTINOS ACILADOS COMO DERIVADOS DE LISOBACTINA
5.  Conreapecto al resumen,

0O  se aprueba ol texto pressntado por o eolictante.

& sitexto fue ssteblecido por el organismo, de scusrdo con la regla 38.2 b), an la version indicada an el

campo V. El solicitante puede presentar una posicidn amte el organismo durants el trenscurso de un
mes 8 partic de ls facha de envio de este Informe de Busqueda Intemacional.

6. Con respacto a las liustraclones
a.  Con el resumen se debe publicar Ia siguisnts figura de Las llustraclones: figura N° .
O  sugerida por el solicitents.
O seleccionada por et organismo, dado que el mismo solicitante no suglers ninguna figura.
O  eeleccienads por el organismo, dado que exta figura caracteriza mejor a invencién.

b. [3 con elresumen no se publica ninguna de [as ilustraciones

Formulario PCT/ISA210 (hoja 1) (enero de 2004)




Raferencia Intemacional
] PCT/EP 2005011363

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Campo V: Texto del resumen {continuscién del fiomn 3 de hoja 1)

La invencién se reflere a un nonapéptido (derivado de lisobacting) y a un
procedimiento para su elaboracidn, asl como a su uso en ia confeccion de un

medicamento para al tratamiento de y/o profilaxis de enfermedades. en particular,
enfermedadas infecciosar bacterianas.

Los nuevos derivados de lisobactina se diferencian del material natural en la cadena
peplidica N-terminal, qus comprende un residuo 3-(3-piridil)-alanlio,

Formmlaria PCT/SAJZI0 (contmuncian de hiaje 1 (2)) (enero 2004)



. ia Intemacional
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
PCT/EP 2005011363
Campo Il: Observaciones acerca oo porque dsterminades relvindicacionss no  sran Investigables

continuaclén del tem 2 de Is hola 1}

Esle Informe de Busqueda Imermacional no fue reslizada con respacto s algunas relvindicacionas, segdn el articule
17(2)(a). por las siguientes mxones:
1. H FRabindicaciones N

porque se refieren a cbjetos que no requiaren ser investigados por este Orpanismo, & saber;

A pesar de que las mivindicacion 11 esld referida 8 un méiodo de tratamiento del
cuerpo humano/snimal, la blsqueda se llavd a cabo y esluvo basada sobre los
eleclos alegados del compuesto/composicion.

2 O Reivindicacionas N>
porque se refieren a partes de la Soliciiud Intlemacional que NO cumplen con Ios requisitos prescriptos en
una extansidn que no permite Lever a cabo una bisgueds imemacional, especificamonte:

3 ([0 Rawindicacknes N°:
porque son relvindicacionas dependientes y no estin desamoliadas en acordanya con & segunda y Ia
tercary frase de la regla 6.4(a).

Csmpo ill; Obssrvaciones por falta de uniformidad de ia invencidn (continuscldn del Item 3 de la hojs 1)

Ests Organiamo de Bisqueds Intemacional encontrd Invenciones miitiples en esta solicitud imemacional, e saber:

1. O Como todas (es tesas adicionales requerkias fusron sbonadas en término por ef solicitants, este Informe
da Busqueda Intemacional cubra todas las reivindicaciones investigables.

2. [0 Comotodes las eivindicacionss vestigables pueden ser investigadas sin un esfuerzo que justifique una
tasa adicional, aste Organiamo no sollcita ningdn pago o tasa adicional.

3 [0 Comosolo aigunas de las tasas edicionales fueron abonadas en thrmine por ol solicitants, exte Informe
de Bisqueca \ntemacionsl cubre solo equelias reivindicacionss para los cuales fueron abonadas las
tasas, especificarnents, las reivindicacionas N°:

4. O Ninguna de las tssas adicionales requeridas fue abonada en Knmino por al sofickante. En consecuencia,
oote Informe de Blaqueda Intemacional estd restringldo a la invencidon menclonada Iniciaimente en las
relvindicaciones; |2 misma estd cublerts por las eivindicaciones N®.

Obssrvaciones sobre protssias [0 Las tasas adicionales fueron scompafiadas por la protesta
del solicitanta

[0 Las tawss edicionales no fusron acompafiadas por
ninguna protesta.

Tormulanio PG TISAZ210 (continuackn de hoja 1 {2)) (enero 2004)

O\l



Referencia Internacional

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2005011363

[A" CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
CO7K1102 COTK506

AB1P31/04

© |a clasificacion Intsmacionai la IPK

MBITOS INVESTIO

mmil minimo investigedo (Sistama de claaiicacion y siMboios de clasmcacion)
Co7K

Pwle;c.l:rom investigadas pero no permnecientes al material minimo investigado, en tento pertenezcan &l &Tbio

%muucharhiwdaduhmﬂndndummhbﬂuodlmmw(nonmalunmchmym‘mn
de bisqueda evertuaimants emplaadas)

EPQ-Internal, WPI Dats, PAJ, CHEM ABS Data, BEILSTEIN Data,

ANTECEDENTES CONSIDERADOS R'E'LEVANTEB
cagorln Denominacidn de la publicacidn, asl como, de sar requerido,

Con refergncia a
Indicacién de los pasajes relevaniss reivindicacién N°
X P WO 2004098230 A (BAYER HEALTHCARE AG: VON NUSSBAUM, FRANZ: 1-11
BRUNNER. NINA; ANLAUF, SONJA)
18 de noviembra de 2004 (2004.11.18)
meancionado en iy solickud
pagine1, rengion 33 - pagine 2, rengitn 3
mivindicaciones 1, 11; sjempios 88, 97; labig A
A PALOMO C ET AL: 'Acmdulynﬂlom dlﬂ-lmbwlcidN—cMylmyd'Hud 1-11
(28,35)-bete-substituted sarines’
TETRAHEDRON LETVERS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, Bd. 42, N* 51
17 de diciembre de 2001 (2001.17.12), pp. 8985-8957
XP004323202
ISSN: 00404039
pagina 8955, columna ixquierda, rengidn 1 — columna dereche, mngidn 2
e — e
(@  Otas publicaciones estdn stadas en [a (X Verfamila de patentes en el anem

continuacion del campo C
' Categorias particulares indicadas en publicacionss  "T
"A" publicacddn que define of estado general de

publicadiones posteriores 8 las difundidas en &
fecha de pruseniacién intemacional o de ls fachs

-B-
1-

aea

>

tcnica pero no considerada como particularmente
importants

documenio anterior pero publicado recién o después
de la de |a fecha da pressntacién internecional
publicacion adecuada para haos! aparecer como
dudosa una ruvlrﬂlulddn de prioridad, o madiante
la cusl debe ser considerds la feche de divuigaciin
de otra publicacidn mencionada an el informe de
bisqueda o que es indicads por otra razdn paricular
(como reailzada)

publicacidn que se reflers & una revelscion oml, &
una utllizacidn, a una exposkién o a oime
disposicionas

publicacién realizada antes de la fecha de
prassntacidn Imemacionsl pero luego de |a fecha de
priorided reivindicada

lxl

ha

de prioridad y que no colislonan con la soficitud.
sino qus solo estin indicedas para mayor
emtsndimisnto del principlo fundamental de la
invencidn o de la teoria scbre 1a cual se basa
publicacion de particular importancia: i Invencin
reivindicada no puede ser conuiderade, solo como
consecuencia de esta publicacién, como novadosa
© 8poyame en una actividad inventiva

publicacién de parilcular importancia: la invencion
reivindicada no pusds ser considerads como
apoysda en una actividad invantiva cusndo pueds
ser relacionada con una o veras olras
publicaciones de eats categorie y ia) relacidn es
notorla para un espacialista

publicacién que s miembro de la misma famifia

Fecha de finglizacion de la bisqueda emadional

Fecha da envio del Informe da Busqueda (ntermacional

NL — 2280 HV Rjowik
Tel.: (+31-70) 34D0-2040: Tx: 31 651 epo ni
Fax (+31-70} 340-3018

03 de enero de 2006 16.01.2006
Nombre y Codigo Postal de ISA Funcionario Apoderado
European Patert Office — P.B. 5818 Patentiaan 2 Fausii S

Formulanio PCTASAV210 (hoj 2) (encro 2004)
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INF RME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Referencla Internacional

A

_ PCT/EP 20051011363
. {continusclidn} ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES
Categoria Denomnacion de la publicacion, asl camo, de sar requerido, Con referencia a
indicacidn de {8 pasajes relevantes relvingdicacion N*

EGNER B J ET AL: "Monkoring the Solid Phase Syntheaia of Analogues of Lysobsctin
At theKatanoging using in sty MALDI-TOF MS”
Mmun EDRON, ELSEVIER SCIENCE PUBUISHERS. AMSTERDAM, AL,
. 53, AP 41,
13 de octubre de 1997 (1997.10.13), pp. 14021-14030,
XP0D4106274
ISSN: 004040220
pégina 14021, rengidn 18 - pgina 14022, rengidn 6: figure 1

1-11

Forawlacio PC [TSAZZ10 {continuacion de hoja 2) (enerd 2004)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL rencis ntemactonal
Documertos do Paterte Mismbros de Ia
Cltackos en el Fecha de fa publicacion farvilia de patentes Focha de (a publicacién
Informe de Bisqueda
WO 2004099239 A 18.11.2004 DE 10320781 A1 25.11.2004
US 2005075281 A1 07.04.2005

I -
Formulanin PC T/ISAZ210 {Ancxa familia de paiemes) (cncro 2004)



PATENT COOPERATION TREATY %9

PCT

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT /

{(Artikel 18 sowie Rageln 43 und 44 PCT)

Akignzaichen des Anmekders oder Anwaks WEITERES slshe Formblatt PCT/ISA/220 sowie, sowelt
BHC041327-WO VORGEHEN zutreffand, nachsiehender Punki §
intlemationales Akenzeichen Internationaias Anmeidedatum {Frihesias) Priorititacatum

{Tap/Monat/jahi) {Tag/Monat/iahr)
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Dieser intemationale Recherchanbericht wurde von der Infernetionalan Recherchenbehdrde oratelll und wird dem Anmgider geman
Artikel 18 dbermitgit. Elnve Kopla wird dem (mernationaian Blro Obermittalt.

Dieser intemationale RecharchenberichtumiaBlinsgesamt ___ & Blaiter.
[X] Dartmer hinaua llegt inm jeweiis eing Kople der in clesarn Berichi ganannten Uiniariagen zum Stand der Technik bal,

1. Grundlage des Berichts

a. Hinsichilich der Spreche Ial dis internationalé Recherche aul der Grundiege der inlernationalen Anmeidung in der Sprache
durchgetiihrl wordern, In der gie singereicht wurde, sofem umer diesern Punkl aichts anderes angegeben et

[[] Deintemationata Racherche et auf dar Grunciage eingr bl der Behbrde eingareichien Ubersetzung der
intematonalen Anmaidung (Ragel 23.1 b)) durchgatlhrt warden,

b. []  Hinsichtich der in der insmationalen Anmeicung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosliuresequenz sieha Feid Nr. 1.
2. E Bestimmie Anapriche haben sich als nicht recherchiarbar sywiesen (Nshe Feld i),
8. [[] Mangeinde Einheitiichieit der Erfindung (siehe Feki Iil).

4. Hinglchtlich dar Bezelchnung der Erfindung
[  wird dar vom Anmeider eingarsichte Worllaut ganehmigt.
[X]  wurde der wortiaut von der Behdrde wia foigt fesigesetzt:
ACYLIERTE NONADEPSIPEPTIDE ALS LYSOBACTINDERIVATE

5. Hinsichilich der Zusammenfassung
[[]  wirocer vom Anmeider uinuaralume Wortiaut penehmigL
[X]  wurda der Wortsut nach 38.2b) In der In Faid Nr. IV angegabenen Fassung von der Behdrde fesigesatzt.

Dar Anmeidgr kann dar Bel Innerhalb elngs Monats nach dem Datumn der Absendung dieses Intemalionaien
Recherchanberichis sing Eisflungnahme vonagen.

6. Hingichiiich dar Zelchnungen
6. isticigands Abblidung des Zeichnungen mit der Zusammeniassung zu verbtfentin:en: Abb. Ni.
[(J wie vom Anmeider vorgeschiagen
[[]  wie von der Behbrda ausgewithit, wel der Anmeider eeibsl keine Abbidung vargeachiagen hat.
[[]  wie von der Behorda ausgewahiz, weil ciese Abblidung die Erfindung besser kennzsichnet.
b. [[]  wird keine dar Abbiidungen mit der Zusammentassung vBraifenticht.
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Feld Nr. IV Wortlaut der Zusammen{fassung (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1)

Die Erfindung betrifft Nonadepsipeptide (Lysobactin-Derivate) und Verfahren zu i
hrer Herstellung powie ihre Verwendung zur Herstellung von Arzneimitteln zur Beh
andlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten, insbesondere bakteriellen Infektion
akrankheicen.

Die neuen Lysobactin-Derivate unterscheiden sich vom Naturscoff durch die N-term
inale Peptidkette, die einen 3-(3-pyridyl}-slanyl-Rest umfasst.
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Felo i Bemerkungan zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punki 2 auf Blatt

Geman Artikel 17{2)a) wurde aus loigenden Grinden I0r bestimmie Anspriiche kein Recherchenbericht eretelit:

Angpriicha Nr.
well sia sich auf Gegenstiinde bezighan, 2u deren Recharche die Behdrde nicht verpfiichuet ist, namiich

Obwoh1 Anspruch 11 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des

menschtichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgeflhrt und
griindete sich auf die angeflhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspriche Nr.

wel sle sich aul Talle der Inlamationalan Anmeidung beziehen, die den vorgeschrigbenen Anforderungen $o wenig entsprechen,
daB sine sinnvolle Intemabionals Rechercha nicht durchgafdhrt werden kann, namich

3. D Anspriche Ni.
well 8 sich dabal um abhingiga Anspriche handelt, dis nicht entaprechend Satz 2 und 3 der Regal 6.4 B) abgefant sind.

Feld HI Bemerkungen bel mangelnder Einheltlichkeit der Eindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die Intarnationale Recherchenbehdrde hat fesigasiellt, dai deasa internationale Anmaidung mehnere Erfindungan enthiiit:

1.|:|
2 ]

Da der Anmaidar alle erlorderiichen zuséitzichon Recharchengebihran mchtzellig entrichiel hal, ersireck! sich disser
intematlonale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anapriche.

Da (0r alle recherchierbaren Anspriche dia Rachercha ohng sinen Arbeltsautwand durchgetdhrt werden konnts, der aing
zusdlziche Recherchenpebihr gerechtiortigt hatle, hat dis Behilroe nichi 2ur Zahlung einer soichen Gebohr aulgelordert

3. D Da der Anmaider nur einige der erlorderfichen zusatziichen RecherchengebOhren rechizelig snirichiet hat, erstracki sich dieser
Ki:mauoh:a# Racherchenbaricht nur aul die Angpriche, Iir die Geblhren entrichiat worden alnd, ndmiich auf die
upriiche Nr.

4, Der Anmeider hat die erforderlichan zusiizichen Racharchenpebihran nicht rechtzaitg antrichtet. Der Internationale Rechar-
::;ﬂmheﬂcht beschriinkt sich daher aul dia In den Ansprichen zuerst erwihnie Erindung; diese ist In foigenden Ansprichen ar—
IL:

Bemorkungen hinsichtich sines Widerspruchs D Dié zusétziichen Gebihren wurdsn vom Anmelder umer Widerapruch gezahn.

D Die Zahlung zuséitzlicher Recherchangeblhren erfolgie ahne Widerspruch.
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A, XLASSIFIZIERUNG DES ANKELDUNGSGE! TANDES
COTKLI700 L 0TR5/0 A61P31/04

Nech dar Infernalionaten Palenikinesifikation {{PK) oder nach der nallonsien Kiassiikation und der IPK

B. RECHERCHIRRTE GEBIETE

Racherchener Mindestprifatoll {(Klassiticailanssysiam und Klasslkationssymbola )

Recharchicito aber nichl zum Mindesipritsoll gehdrende Verdifeniichungen, soweil diese unier ¢ia rechorchlerian Gebisle talan

Wiihronud dar inlernaiionaien Racherche konsufiorte siekironische Datenbank (Name cer Dalenbank und svi. verwandele Suchbegrife)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BEILSTEIN Data

C, ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategono® | Bersichnung der Varditeniichung, sowall erforderlich unier Angaba der in Beirachl kommencen Tello Balr. Anmpruch: Nr.

X,P WO 2004/099239 A (BAYER HEALTHCARE AG; VON 1-11
NUSSBAUM, FRANZ; BRUNNER, NINA; ANLAUF,
SONJA) 18. November 2004 (2004-11-18)

in der Anmeldung erwahnt

Seite 1, Zeile 33 ~ Seite 2, Zeile 3;
Anspriiche 1,11; Bejspiele 69,97; Tabelle A
A PALOMC C ET AL: "A concise synthesis of 1-11
alpha-amino acid N-carboxy anhydrides of
(25,35)-beta-substituted serines”
TETRAHEDRON LETTERS, ELSEVIER, AMSTERDAM,
NL,

Bd. 42, Nr. b1,

17. Dezember 2001 (2001-12-17), Seiten
89558957, XP004323292

ISSN: 0040-4039

Seite B955, 1inke Spalte, Zeile 1 - rechte
Spalte, Zelle 2

Welleio Verdfienllichungen sind der Fortselzung von Feid C zu E Slehy Anhang Paienifamille
minehmen
* Bosondere ngoﬂon von angegobenen Vertfieniichungen ‘T Spilere Veriiflentiichuig. dia nach dem nlemalionalen Anmaiiadatem
Ar oder cdam Prioiitedatom verblientich) worden
A" Vordiieniichung. cls den ebgemainen Sland cer Tachilk definier, Anmeidng nicht PN, Sondern mut TUm: Vel ey der
*E* Sheres Dokumanl, das ecoch st am oder nach dem Inlemationgien FWE%’.'"'""-P""‘ Prinrips oder der tr rugrundaliegenden
Anmaidadalum varbitentiichl worden ial X Verbitenlichung von bescndeny Bodeutungr dis beanspruchie Erfindun
'L* Vaerbfientichung, dis gaeignet ix1, einen Priorkiicanspruch rwailethatl ar- kann atisin a disger Verdfleniichung nichl als neu oder aul 9
mh‘ Tu lasgen, ooer clm ;l dag v-utlnlidunpclnum ainar erfincriacher Tilighah deruhand beirechisl werden
aall oder e aup elnom anderen Mrln Grund mbnbgl . I'III“'I':lHII : mmmﬂmm g%’g:‘.‘:"mm Edmcung
susgeidhrt)
0" Verthiantihung, de sich auf oine mindiche Ofienbaruny, b g v"""'n.:""ﬂ;' I Verbimog Croren ancaren
v VTG i sor clre oS et Al ArSLeed . s nach chasa Verbinaonp s e Fechmann nanalgons
dem beanspruchien Priortitedalym verSiiontlichl worden il "&" VerOfientlichung. die Miglied deresiben Paientiamiie m
Oalum dos Abschiussss der internalionsion Recherchs Abmncsdaiuim des inamationaien Rechorchanbenchiy
3. Januar 2006 16/01/2006
Name und Pasianschrifl der iniernationaisn Rocherchenbahdrco Bevolimdchligier Bedienalaier
Furoplischaes Paisaiarml, P.B. 58168 Patentiamn 2
TeL (2a1-10) At 040, Tx. 3
[+31- E. 31 651 nl,
Fax: (a31-70) 140-3016 et Fausti, §
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C{Fortsetzung) ALS WEBENTLICH ANGEGEHENE UNTERLAGEN
Kategorm® | Bezeichnung dor Varcieniichung, sowell erforderiich unlor Angabe der in Betrachi Fommaenden Talle Belr. Anapruch Nr.
A EGNER B J ET AL: "Monitoring the Solid 1-11

Phase Synthesis of Analogues of Lysobactin
and the Katanosins using in situ MALDI-TOF
Msll

TETRAHEDRON, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS,
AMSTERDAM, NL,

Bd. 53, Nr. 41,

13. Oktober 1997 (1997-10-13), Seiten
14021-14030, XP004106274

ISSN: 0040-4020

Seite 14021, Zelle 18 - Seite 14022, Zelle
6; Abbildung 1
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Angab: Vorblienllich die zur setben Patenitamila gehd Iemalboraiss Auenzethen
on ZU enllichungen. die zur n Palenita ren pCT/EP2005/011353
Im Recherchenbesicht Datum der Mirpiled{er) dor Datum der
angefihrias Paentdoluman! Vardiiantichung Patentfamilp Verditantichung
W0 2004099239 A 18-11-2004 DE 10320781 Al 25-11-2004
Us 2005075281 Al 07-04-2005




Remite: EL ORGANISMO DE BUSQUEDA
INTERNACIONAL

TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

A

NOTIFICACION DE ENVIO DEL INFORME DE
BUSQUEDA INTERNACIONAL Y DEL INFORME

BL::E::: I-EALW:CARE AG ElscnnonllaLORGAlewo DE wsou%m
Patent, LARACI
Frn o ) NTERNACIONAL O DE LA DEC N
1 Leveriusen T N" 44.1
ALEMANIA (regla PCT I 44.1)
Fecha de envio (diaines/afo)
— 16.01.2006
Referencia del Solickante o Agente PROCEDER
Ver abajo, puntos 1y 4
_BHCO41327-WO -
Referencia Intemacional Facha de Presantacién Imtemacional (dia/imes/afio)
L? PCTEPS 20051011363 22.10.2005
dlicitante -
BAYER HEAL THCARE AG

Se notifica al solictante de la confeccién del Informe de Bisqueda Intemacignal y de la opinion escrita
del organismo da blequeda intemacional y de que 38 los envia adjunto a la pressrta,

Presantacion de modificaciones y una declaracién, segin articule 19:
El solickante puede madificar por su propia voluntad ies reivindicaciones de la solicitud internacional
{ver regia 4B).

{Hasta cuando se puedan presentar ias modificaciones?
El plazo para la ion de tales modificacionas es usuaimente da dos meses & parlir del envio
g Inforne de Busqueda intemacional; ctros detalles se pueden obtsner da las instnicciones de la
o adjunta.

LDénde we deben presentar Inss modificaciones?

Directarents on la Oficina Intemecional de la WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes. CH-1211
Ginebra 20. Sulza, Telefsx N*: (41-22) 740.14.35

Instrucelones mis detalladas ss pusden abbener en las Instrucciones ds (a hoje adlunta,

O  Se notifica al salicitante da que o se confacciona un infarme de Blsquads intemacional y de que, segin
«l articulo 17(2)a, s adjunta Ia daclaracion g la presente.

O Acerca de la objecién contra el pago de una tasa adicional (lasas adiclonales) segin Ia regia 40.2, se
notifica 9] solictants que
a ia objecidn y la resclucidn han sido enviadas desde aqul & la Ofiina Intemacional, junto €on su
tolictd de envio del texto, ast como el requerimienio del solictera a los organismes designados de
impulsar la objecidn y la resolucidn,.
It} No existe todavia ninguna resolucidn acarce de ls objecidn; el solicitante sard informade an cuanto se

tome una resolucidn.

Recordatorios:

Braveme e tras ol trascurso de 18 meses a partir de |a fecha de prioridad la Oficina Intemacional publicard la

solicitiud itemacional. Si ol solicitante quiere impedir o postergsr la publicacién, debe presantar en la Oficina

Internacional, segun la regla 90™.1 a 90™.3, antes de concluir (s preparaciones técnices para la publicacidn

lnﬁ‘:'r'!:jﬁm.I una declaracidn acerca dol dﬂlll'merm de la solictud Intemacional ¢ da la reivindicacion de

P

E! solicitapts pusde presantar en la Oficina internacional una poesicion informal acerca del informs escrito del

Omganismo de Busqueda Internacional. La Oficing Intermacional rernita una copla de esta posicidn a todos los

omganiamos designados &n tanio no esté o recién hublera sido comfeccionedo un Examen Prellminar

Irnamﬁ:ill. T:Idpoliﬁmnnbihummpﬂbllcn. pero soip despuds de tremscurir 30 mesas & partir de la

facha oridad.

Cuando o soliciante desea postergar en hasta 30 meses (en algunos orgeniamos hasta més) a partir de la fecha

de prioridad el ingreso en la fase nacional, debs presentar una solicitud de Examen Praliminar Intemacional

dentiro de los 19 meses & partir de la fecha de priorided; de ofra manera, para ingresar en la eispa de la fase

nacional, ol solicitarte debe llevar a cabo. denro de los 20 meses a partir de la focha de pricridad. las gestiones

prescripias por estos organksmos.

En otros organismos designados tarnbién es vilido e plazo de 30 messs (0 algin plazo més largo) cuando no se

prasenta tal solicitud en el plazo de 19 meses.

Ver snexo del formulario PCT/IB301. Indicaciones precisas ce los plazos validos en los organismos individuales

8 &xhiban en PCT Applicants Guide, Volumen I, capitula nacional, as! como ol sltic de intemal de WIPQ,

[ Narmire y Direccion Postal del Organismo 6o Busquada
Intemacional

Funcionesio Apodernsdc

Oficing de Paterttes Eurcpes, P.B. 5818 Paientiamn 2
NL - 2280 HV Riswik

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx: 31 651 spo nl

Fax {+31-70) 340-3018

Stefan Breil

Fonnulario PCI/ISA/220 (enero 2004)

(Ver natrtecxivires of by odjes)




INSTRUGCIONES PARA EL FORMULARIO PCT/ASA/220

Estas instrucciones son indicacionss basicas para la pressntacién da modificacionas sagan el articulo 19. Estas
cbsarvecionss se basan sobre los requisitos del Tratacdo de Cooperacién Internacional en Materia de Patentes (PCT),
del regiemento de aplicacion y de las normas administrativas del mismo. Ante diferencias entre esias observaciones y
los textos mencionados antariomments son decisivos los Uttimos. Otros detalies se puedsn obtener en el Manusl PCT
para solicitantas, una pubficacidn da la WIPO.

Las sxpresiones “articulo”, “regia” y “pardgrafo” empleados on estas inatrucciones se rafiersn siempre a las
disposiciones del Tratado PCT, al reglamento de aplicacién PCT o a las narmas administrativas PCT,

INSTRUCCIONES PARA MODIFICACIONES SEGUN ARTICULO 18

Luego da recibir el rfarmea de Blsgueda Intamacional, e! solicitents tiens ia posibifidad de modificar una vez las
reivindicaciones de la solicitud intemacional. Sin embargo, se debe hacer notar qua, dado que todas las partes de la
solicitud internacions! (reivindicaciones, descripcin y figuras) pueden ser medificados durante el Examen Prekminar
Imemacional, no existe usuaimente la necesiiad de presentar modificacionas de las reivindicaciones eegun el articulo
19, exceplo cuando e solicitants deses ia publicacién de setas mivindicacionse o pressnta aigdn otro motivo para la
modificacion de |es relvindicacianes de au publicacidn intemacional, por ejernpio, a los fines de une proteccion

w Tnnbﬂnudmmnnmmdﬁnquaummdnm puads obtener solo en aigunos
os

L Que partes de una solicitud (nternacional pueden aer modificadas ?
En al marco del articulo 19 solo pueden ser modificadas 'as relvindicacionas.

En i fase intemacional, segin e articulo 34, las retvindicacionss tarmbién pusden ser modificacas (o
nusvamente modificadas) ante el organiemo encargado del examen prnllmlrllr Intarnacional. Segun el articulo 34,

la deacripcidn y las figures soio puedan ser modificadas ante el organiamo encargado del Examen Preliminar
Internacional

Al ingresar en la fase nacional. segdn & articulo 28 o, an casos dados, el articulo 41, pueden ser modificades
todas las partes de la soliciud intemacdional.

Hasta cuando se puoden presentar modificaciones?

Dentro de los dos mesea a partir del envio def informe de bisqueda intemacional o dentro de diecisdis mases a
pasiir de ia facha de prioridad, segin el plazo que venza més tarde. No obstants, ias modificaciones son
consideradas como vilidas cuando son enviadaes a la Oficina Intemacional luego del plazn establecido pero artes
de la conclusidn de las praparaciones técnicas para Ia publicacidn Intamacional (regla 48.1).

{Dénde no s¢ deben presentsr las modificeciones?

Las madificaciones solo pueden sar prasentacas anie la Oficina Inlemacional vy na en la Oficina de Ingreso o en
el organismo de bisquedas intemacionslies (regla 48.2).

En caso de preseniane o haber presaniado une soficitud de Examen Preliminar intemnacionali, ver abejo.
LEn que forma pusden ser llevedes a cabo modificaclones?

Una modificacién puede proceder en la version presentada mediante (a eliminacion de una o varias
relvindicaciones, mediante el sgragedo de una o varias relvindicaciones nuevas o mediante modificaciones del
tento de una o varias reivindicaciones.

Se dabe prasantar una hoja de reemplazo por cada hqadammruiuuunuque como consecvencia de una o
varias madificeciones, se diferencla de fa pressntada originaimenie.

Todas ias reivindicaciones que aparecen una hoja de reampiazo deben estar numeradas con ciffas ardbigas. Asl,
cuando ss alimina una relvindicacin, los demsis no deben ser numerades nusvamente. En el caso de una nueva
numeracién, las reivindicaciones deben ser numerades en forma sucesiva (normas edministratives, item 205b)).
Las modificaciones deben estar redsctades en el Idloma en que fue publicada la solicitud internacional.

2 Qué documentos deben acompaiiar a las modificaciones?
Encrito adjunto {item 203b)):
Les madificaciones se deben presentar con un estrito adjunto.

El eacrito adjunto no se publica junto con la salicltud intemacional y 8 relvindicaciones modificadas. No se debe
confundir con “aclaracién segun artfeulo 18(1)" (Ver abajo, “aciaracion segun articulo 18(1)").

El escrito adjunto puads estar redactado, 8 sleceidn dol solicitants, en Idloma Inglés o francés. En
soliciteciones Internacionaies vertidus en Kioma inghls, ! sscrito adjunto dabe seter redactado

asimismo an Idioma ingiés y en |as solicitudes Intarnacionales redactadas en idiomas francda en Idloma
francéa.

Instruceines fiare PCTISAZLZ0 (hoya 1) tonere 1994)



YANSTRUCCIONES PARA EL FORMULARIO PCTIBA/ZZ0 {continuacian)

En el escrito adjunto deben estar indicades las difersncias existentas entre lgs relvindicacionss de la versidn
y las reivindicaciones modificadas. Asl, para cada reivindicacian da la solfcitud Intemadians! deben sstar
indicacian (indicaciones equivalentss para relvindicaciones distintas pueden sstar sunadas), en particuiar, sl:

D} la reivindicacidn no ewtd modificeds;

iy ia relvindicacién fus sliminada;

iRy {a reivindicacion es nuava:

iv) la reivindicacidn reemplaza a ung o a varias reivindicaciones de Ia versidn presantada;
v ia reivindicacidn se origina en la diviaibn de Lma relvindicacion de la version preseniada;

A continuacién se Indican slemplos da cdmo se deben stiarsr modificsciones sn sl escrito adjunto;

1-  [cuande en lugar de 48 reivindicacionas originales. luego de la modificacidn de sigungs reivindicaciones
axisten 51 reivindicaciones):
“Las relvindicaciones 1 a 29, 31, 32, 34, 25, 37 a 48 son reemplazadas por revindicaciones modificadas
con la misma numeracidn; las reivindiceciones 30, 33 y 368 quedan sin modificar; ias reivindicaclones 48 a
51 sstdin agregadas.”

2-  [cuando an lugar de 15 relvindicacionss origingles. luego de la modificacidn de todes las relvindicacionas
existen 11 relvindicacionas):

“Las reivindicaciones modificadas 1 @ 11 estan en lugar de las reivindicaciones 1 a 15

3-  (cuando origineiments existan 14 relvindicacionss v las modificacionas consisten en la eliminacién de
sigunas reivindicacionas y el agregado de nuevas relvindicaciones):
“Las reivindicaciones 1 a 8 y 14 estin sin modificar; las relvindicaciones 7 a 13 son eliminadas; se agregan
nuevas raivindicacionas 15, 16 y 17. "0". sa aliminan las refvindicaciones 7 o 13; se agregan nuevas
relvindicaciones 15, 18 y 17; fodas [as demés raivindicaciones quedan sin modificar.”

4  [cuando se llevan a cabo distimos tipos de modificaciones):
"Reivindicaciones 1 & 10 sin modificar; reivindicaciones 11 a 13, 18 y 10 efiminades; reivindicaciones 14,
15 y 16 reemplazadas por la nueva relvindicacion 14; reivindicacién 17 dividida en las nuevas
relvindicaclones 15, 18 y 17. nuevas reivindicaciones 20 y 21 egregadass.”

*Declaracién segin articulo 18{1)” (Regla 46.4)

A |=a modfificaciones se puéde agnegar una deciaraciin mediante (a cual se explican les modificaciones y se

sus corsacuancies sobre i deacsipcion y los ue, sagin ol articule 19{1). no pveden sor
mﬂﬂ 3 dibujes (los que, seg

La daclaracién ye publica junto con |a soliciud Internacional y las relvindicaciones modificadas.
La misma debe sstar redactada en el idioma en que se publica la solicitud intemacional.

‘L-mmdaummymmmmmdasoomm-mmmmmwm al idioma
nglée.

La declaracién no se debe confundir con el eacrito adjunto que Indica les diferenciss existeniss antre las
relvindicaciones de la versidn original y las mivindicaciones modificadss, y no resmplam al Gimo. Se la debe
presentar en una heoja separada v carsclerizar como el en el titulo, con preferencia, mediante |as palabas
"Acigracidn segin erticulo 23{(1)".

La daclarecién na debe contaner manifesiaciones desmerecadorss acerca dal informe de bisqueda intsmacional
0 del significade de Ias publicaciones mancionadas en asle Informe. Solo se puede hacer referencia a
publicaciones Indicadas en el Inforrme da bisquecda intemacional gue se relacionan con una raivindicacidn
determinada, an of contexto de una modificaciin de esta relvindicacidn.

Consetusncias de una solicitud de sxamen preliminar Intemaclional ya presentada

Cuando en el momento de la presantacién de modificaciones segdn &f articulo 19 ya se presentd una solicitud de
examen prefiminar intemacional, al solicitants deberia pressntar al miemo tlerpo, 4n su propio interds, junto con
la prenantacién de las modificaciones ante la Oficina Internacional, una copla de les modificacionss ante el
organiamo encargado del examen preliminar intemacional {ver regla 2.2 a), primera frase).

Consecuencins de lss modificsciones con respecto a Ia traduccién de le solicitud Internacional al ingresar en
ia fuse macions!

Sa hace notar gl solicitants que, lhngmrenllhu nacional. posible o adiclonsimente a 1a traduccidn de las
reivindicaciones en la versidn original, se debe enviar una traduccion de Ies reivindicaciones modificadas segin
ol artfculo 10 & los organismos designados / seleccionados.

Otros detalles acerca de las exigancias del organismo designado / saleccionado, buacar an el tome | del manual
PCT para solicitantes.

“Tnsmcriones pam PC TARAZ 0 (hoja 2) (ehery 1983)
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BAYER HEALTHCARE AG
Law & Patents

MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES
INTERNATIONALEN AECHERCHENBERICHTS
UND DES SCHRIFTLICHEN BESCHEIDS DER

Patents and Licensin INTERNATIONALEN RECHERCHENBEHORDE
D-51368 Leverkuseny -~ S orioae-cc o ODER DER ERKLARUNG
GERMANY Mo Uhadind =2 20 A0yke
[\ NENE I TRV
i {Regei 44.1 PCT)
1 dan, #l
. Abssndadatum
.{.;:HGANQ. (Taphonalilhr) 4 ¢ 70172006
Akianzeithen des Anmakiers oder Anwans
BHCO41327-WO WEITERES VORGEHEN sighe Punkie 1 und 4 ynien
Inarmatonales Aktenzeichen Inlarnailonales Anmekiadatum
PCT/EP2005/011363 (Tag/Monat/iah) 22/10/2005

Anmaidar

BAYER HEALTHCARE AG

2.

3

4,

[x] Dem Anmeider wird milgetelit, daf der Intemationale Racherchenbericht und dar schriftiche Beschekt der Inemationalgn
Recherchenbehtirde aratalit wurden und Ihm hiermit Dbarmittelt werden.
Einrelchung von Anderungen und elner Eridiirung nach Artikel 19;
Der Anmeider kann aut eigsnen Wunsch de Anspriiche der intsrnationaisn Anmeldung andein (tiehe Regal 48):
Bis wenn slnd Anderungen einzursichen?

Dlg Frist 2ur Einrelchung solcher Anderungen betragt dblicherwalse zwei Monate ab der Ubermitiiung des
ilamationglen Recherchanbarichts.

Wo sind Anderungen sinzurcichen?
Unmittalbar beim Internationalen B0ro der WIPO, 34, chemin das Colombettas, CH-1211 Genf 20,Telefaxnr.: {41-22) 338.82.70
NZhere Hinweles sind den Anmarkungen auf dem Beiblatt zu antnehmen.

[] Dem Anmeider wird mitgetali, daB kein intermationaier Recharchenbericht eretalt wird und dafl Ihm hiermit e Erkidirung nach
Artikel 17 (2) ) sowis der schriftiiche Beacheld der intsrationalen Recherchenbehdrde tibermitisft warden.

[ Hinaichtiich des Widerapruchs gagen dia Entrichiung siner zusdiziichen Gebihs {zusatzlichsr Gebltven) nach Regel 40.2 wird
derm Anmeidsr mitgesitt, dal

[} der widerspruch und die Entechekdung hierlber zusamman mit seinem Antrag auf Ubsrmitiung des Wortlauts sowohi des

Widerapruchs als auch dar Entschaldung hlerber an die Besimmungsamer dam infernatonalen Biro dbermitieit wordan
sind,

D noch kelne Entscheidung dber den Widerspruch voritegt; der Anmalder wird honachrichtigt, sobakd alne Entschaidung
petrofian wurde.

Zur Erinnorung:

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten sah dam Prionititsdatum wird die Intemationale Anmeldung vom internationalen BOro verdf-
lenticht. Will gar Anmeider dia Verdfientlichung verhindern odar aul eingn spateren Zelipunki verschieben, 0 muB geman Re-
el 907" 1 bzw, 50P™.3 vor AbachiuBl der tachnischen Vorbereltungen fir die intermationale Verdtientlichung eina Erklarung dber
die Zurdcknahme der inernationaien Anmeldung oder des PriaritAlaanspruchs beim intgmationaien Biro eingahen.

Der Anmeider kamn beim Intemationalen Biiro aine informelie Steliungnahme zum scheiflichen Bescheid der Inlematonalan
Recherchenbshdrde elnreichen. Das Intemationale Biiro sendet alten Baslimmungsémiem eine Kople dieser Sisllungnahme,
gofern nichi eln intemationaler voridutiger PrOfungsbaricht erstellt worden ist bzw. garade eratallt wird. Eine soiche Stallungnahme
wilide auch der Oftentiichiait zugngiich gemacht, sliordinga arst nach Ablauf von 20 Monaten sek dem PrioritAtsdalum.

In bezug auf einige Basimmungalimiar ist innerhalb von 19 Monaten selt dem Prioritiitedatum sin Antzag auf intemationala
voridufige Prifung einzureichen, wenn der Anmelder den Elntritt in die nationale Phase verechisben und erst 30 Monaten nach
dam Priorit3isdatum (In manchen Amtam sogar noch spéter) vornshmen machte; ansongten muld der Anmaldar Innechalb von

20 Monaten selt dam Prioritiitsdatun die fiir den Elnvin In de natonale Phase vor dissen Bestimmungsiimiem vorgeschrisbenan
Handlupgen vornghmen,

Bel anderen Bestimmungsimisrn giit dle Friat von 30 Monaten (oder elne owalge lingere Frigt) auch dann, wenn innerhalb von
19 Monaten kein salcher Antnag eingergicht wird. N

Slehe Anhang zu Fonmbleit PCTAB/A01, Genaus Angaben zu den jewsils pelendan Fristen In den einzeinen Amtern enth3i der
PCT-Lailacen fOr Anmeldar, Band i1, Nationale Kapitel sowla die Websile der WIPO.

Namea und Poslanschrifi der Intemationalen Recherchenbehdrde Bavolimiicntigter Bediensiater
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCTISA/220

Diess Anmerkungen sollen grundisgende Hinweise zur Einreiohung von Andsrungen gemif Artikel 19 geben. Diesen Anmeriungen
lingen die Erfordarnisse des Verirags Ober die internationale Zusammenarbeil auf dem Gabiet des Patentwesens {(PCT), dar Ausiiivungs-
ordnung und der Verwaitungsrichiiinien zu diasem Vertrag zugrunds. Bol Abwelohungen xwischen disasn Anmarkungen und
obsngenannten Texien aind letzters maBgabend. Nihare Einzelheiten eind dem PCT-Leilfaden 10r Anmelder, siner Verdftentiichung der
WIPO, 1u sninehmen.

Die in ciewon Anmeriungen verwendeten Begrifle "Asthcel”, “Rege!” und "Abschnilt” baziehen sich jewells auf de Bestimmungen des
PCT-Varirage, der PCT-Ausfihrungeordnung baw. der PCT-Verwaltungsrichtinien,

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19

Nach Erhalt des inflemationalen Recherchenberishis hat der Anmaider dia Maglichkeli, sinmal die Anspriohs der intemnationaien
Anmalcung zu Andem. Es st jedooh zu betonsn, daB, da alls Taile der internationalsn Anmeidung (Anaprinhe, Besahreibung und
Zelchnui ) wilwer des internstionalen variiufigen Profungsver!shrens gelindert werdan kinnen, normslerwaiss keine Nolwendiglsit
besichi, gen der Anspriohe nach Artikel 19 sinzursichen, suBer wenn der Anmelder 2.B. zum Zwacke sines vorldu

Schutzes dis Verdfantiizhung disssr Anapruchs winachl oder sin anderer Grund Kir sine Anderung dor Arwpriichs vor [hrer mtemationa-
lan Verdffertlichung voriisgl, Welterhin st zu beathien, daB ein vorikufiger Sohulz nur in einigen Staslen srhihtfich st.

Waiche Tells der ntarnationsien Anmeldung kinnan gedindert werden?
|m Rahmaen von Artikal 19 konnan nur de Anspriche gedndar! werden.

In der intemationalen Phass kinnen dis Amprilohe auch nach Artikel 34 var der mit der intermnationalen voriifigen Profung besut-
tragten Behdsde gednder (oder nochmals gedndert) werden. Dis Boschrelbung und die Zelchnungen kénnen nur nach »
vor det mit der imlemalionalen vortbuligen Profung baguRtragisn Bahdrds gedndart wardan.

Baim Eintrit in die nationale Phase konnen afle Talls der internationalen Anmeidung nanh Artikal 28 oder gegetenenfalis Arthal
41 gainciert warden.

Ble wann sind Andarungen sinzursichen?

Innerhalb von 2wal Monaten ab der Obermittiung des Irlsmationsisn Rechemhenberichis oder Innerhalb von asshzehn Monaien ab
dem Prioritstsdatum, jo nachdem, weiche Frist spiler abiduR. Die Anderungan geliten jedosh ala rechizeitig eingereicin, wenn sis
dem Internstionalen Bdre nach Ablaul der maiigebenden Frisi, aber noch vor AbsohiuB der technischen Yorberellungen 10r dis
inlamationale Verditsntlichung (Ragel 48.1) zugehsn.

Wo sind dis Anderungen nioht sinzursichen?

Dis Anderungen kiirman nur baim intemedionalen Baro, nicht aber betws Anmeideamt cder der intemationalen Recherchenbehirde
singervicht werden (Regal 46.2).

Falis ain Antrag auf inemationale vorufige Prifung eingereicht wurdeAxird, siehs unten.

in weicher Form kianan Anderungen arfolgent

Eine Anderung kann erioigen durch Bireichung einws oder melwerer ganzer Ansprichs, durch HinzulOgung sines oder mahrersr
neusr Anspriiche oder durch Andsrung des Wortlauts eines oder mehressr Anapriiche in der singersiohten Fassung.

Fir jeces Anapruchabisit, cias sich sulgrund einer ader mehrersr Andsrungsn von dem urspriinglich eingereichten Biati
unterscheicet, int ein Ersatzbiett einzursichen, - *

Alle Ansprache, dis aut sinem Ersatzbiatt smoheinan, sind mit arsbischen Ziltern zu numerieren. Wird sin Anaprich gestrichen, s
braschen, dis anderen Anspriche nicht neu numeriert zu werden. Im Fal alner Neunumeriarung sind die Anspriohs fortiaulend zu
numarieren (Verwaltungsrichtinien, Abaohniit 206 b)),

Die Andurungen sind In der Sprache abstutassen, In der disinternationals Anmeldung verSfisntiioht wird,

Weicha Unteriagen sind den Anderungen balyutigen?
Beglaitachreiben (Abschniit 203 b)):
Dia Anderungen sind mit sirrem Begleitschralben sinzureichen.

Das Bagisitachreiben wird niciht zusammen mt dar Infemalionaslen Anmeldung und den geanderten Anspriichen verSfientiicht Es
int nloht zu verwecheein mit der “"Eridirung nach Artilsel 19({1)" (sishe unten, *Erklirung nach Artikel 18 (1)),

Das Bogisiischrelben ist nach Wahi des Anmelders n englischer odar franzbalscher Sprachs abzutsssen, Bel engilschepre-
chigen intamationalen Anmaidungon st dus lelitschreiben sber abanfalls In soher, sprachigen nter-
nationslen Anmetdungen In h-u:gollm-'ﬂp:'iu sbaufassen. ook B frensdeluch -

Anmarkinnan »i Fremhistt POTARADSN (Rl 1) Lianuar 19840}
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung)

Im Begleitschreiben sind dis Unferschieds zwischen den Ansprichen in der singereichten Faasung und den geinderian Ansprichen
anzugebsn, 5o ist insbasondere zu jedem Anspruch in der Intermnationalen Anmeldung anzugeban (pleichlautande Angaben fu
verachi Anspriohan kinnen 2usammangsiafl werden), ob

i) der Anspruch unverandert Iat;

i)  dar Anspiush gesirichan worden isi;

i)  der Anspruch neu bf;

¥) der Armpruch sinen oder mehrere Anspridche in der eingereichten Fassung ersstat;

v) dar Anapruch aui dis Teilung sinea Anspruche in der singersichien Fesaumg zurdchaulihren ist.

im folgendan sind Belspiele sngegeben, wis Anderungen im Begleitchreiben zu srifutem alnd:

1. [Wenn anstele von urspringlich 48 ArsprOchen nach der Anderung einigsr Anapriche 51 Anspriche exiatioran}:
“Dia Amspriche 1 bis 28, 31, 32, 34, 35, 37 bia 48 warden durch gedndarte Anspriche gleicher Numerienung erasizl; Amphiche
30, 33 und 38 unverdndant; neus Amapriche 48 bis 51 hinzugeligt.”

2. [Wann amstefie von urspriinglich 15 Ansprdchsn nach der Anderung allsr Anapriiche 11 Anspriche exislieren):
*Gelndarts AnsprOche 1 bis 11 trelen an die Stelle der Anapriiche 1 bis 15."

3. {Wenn unapriinglich 14 Anspriche sxistierien und dis Anderungen darin beatehen, a8 sinige AneprOche gestrichen wenden und
naus Anspriiche hinzugsfiigt werden):
Ansprilche 1 bis 8 und 14 unverindert; Anspriche 7 bis 13 gestrichen; naus Anapriche 15, 18 und 17 hinzugeiigL. "Oder” An-
spriche 7 bia 13 gesirichen; neue Arapriche 15, 16 und 17 hinzugelngt; alls dbrigan Ansprichw unverdndert.”

4. [Weonn verschisdehe Arten von Anderunpen fGiwt werden):
"Anspriche 1-10 unvernderi; Anspriche 11 bia 13, 18 und 19 gestrichan; Anspriche 14, 15 und 16 durch gelnderten An-
spruch 14 smalzi; Anspruch 17 in geindarie Anspriicha 15, 18 und 17 unterteil; neus Ansprichs 20 und 21 hinzugelogt.*

"Erkiinmg nach Artikal 18{1)" (Regel 48.4)

Den Andetungen kann sine Erklinung beigelogt warden, mil der dis Anderungen srliutert und itve Auswirkungen auf die
Besghreibung und dis Zeichrumgan dargelegt werden (die niaht nasch Artikel 19 (1) gelindart werden kinnen).

Dis Eridirung wird zussmmen mi der inftsmationaien Anmaidung und den gedndarien Anspriichen verSientliohl.
Sis Ist In der Sprachs sbzufassen, in der dis inlamstionalan Anmsidung verdifacticht wind

Sis muB kurz gehalten sein und dast, wann in sngllscher Sprache abgefait oder ime Englische Gbersatat, pioht mehr als 500
Waortsr umissaan

Die Eridiirung ist nicht zu verwechesin mit demn Beglaitechrelben, daa auf dis Untersshiads zwischan den Ansprichen in der
singersichisn Fassung und den geknderen Anaprichen hinweist, und arsetzt istrierss nichl. Sie st auf einem gasonderten Blatt
sinzursichen und in der Ubsrachrift als solche 2u kennreichnan, vorzugsweise mit den \Vorten “EridSrung nach Artike! 19 m-

Die Eridirung darl keine herabsetzenden Auflerungen Gber den Inter nafionelan Recherchenbericht oder dle Badeutung von i dem
Bericht angeflivien VerSfiantiahungen snthalten. Sie dert aul im intemationaten Recharchanbarioht angeitivie VerStentiichun-
gen, die sich aul sinen bestimmien Ansprush bezishen, sur im Zusammenhang mit siner Anderung cisses Anspruchs Bezug
nehmen.

Auswirkungen eines barsits gesteliien Antrags suf intermationalevoriliufige Pritfung

It zum Zeitpunid dar Einrelohung von Anderungen nach Arikel 16 bereits ein Anirag sul intemationals vorliufige Prifung

gestelt worden, so solte der Anmelder in seinam Interesse gleichzeltiy mit der Einrsichung dar Andeningen beim Intemation alan

anmn. u?zhz o:;. l:;z.su-r )Andmmpon bai der mit det intamationalen voriaufigen Profing besuftragen Behdrds eirrsichen {sishe
g ) ® R2I).

Auswirkungen von Anderungen hinsiohtlich der (bersetrung deristermalionaten Anmuidung beim Elntritt in die
natlonais Phase

Der Arsneider wird daraut hingewiasan, daf bei Eintrit in dis nationsle Phase méglicherweise anatati oder zus2iziich zu dar Ober.

asizung der Anspriiche in der eingereiahtan Faesung sine CObarsetzung der nach Artikal 19 gelnderten Anspriche an di
beslimmien/ausgewihken Amter zu Obermihein illl:'g - s o

NIh:o Einzehelton Gber die Eriordemisse jedes bestimmien/avegewithten Amia sind Band I des PCT-Laitlacens 10y Anmeldar
zu entnshmen.

Ammardbiinnesg i Encahiatt DYTRD A MM I et M 2 lam. iaa 48R4



TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

Del ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT
A INFORME ESCRITO
ver formulario PCTASA/220 DEL ORGANISMO DE
BUSQUEDA INTERNACIONAL
(regla PCT N* 43bis.1)
Fecha de envio (dinfnss/afio)

ver formulario PCTASA/210 (hojs 2)

[ Referencia del Salicitants o Agenta PROCEDER

Ver sbajo, punto 2
ver formulario PCTASA/220
Intermacional Fecha de Presentacién intemacional | Fecha de Priordad

(danelhl‘lo) {dfa/mes/afio)
PCT/EP 2005011383

Claaacin THamacionel 6 PR (PR) & Gaafcadin nadoral 8 K — .
CO7K11/02, COTKS0D, A81P31/04
Sdlicarts
BAYER HEALTHCARE AG

1.  Ests Infforme contiene ndicacionas acerca de los sigulerntes puntos:

B CampaNl Fundarmento dal informe

Campo N° it Pricrided

Campo N° 1l i’:l: ur:ulwniauan de dictamen aiguno sobre noveded. activided inventiva v aplicabiidad

O CampeNlV Falla de uniformidad de la invencion

B CampaNV Declaracion fundeda segin regla PCT 43b¢a. 1{a){i) con respecto a ia novedad, 1a
activided inventiva y la aplicabildad industrial: documentos y declaraciones destinadas
@ 9poyar esta resolucidn,

E CsmpoN°VI  Oocumentos especificos expuesios

&g CampoN°VIl  Falencies especificas de la solicitid intemacional

E CampoN°Vill Observeciones especificas a la solickud intemeacional

PROCEDER

Cuando se solicita un Examen Preliminar Intemacional, este Informe es valido como informe escrito del
organismo encargado de (a blisqueda intemacional ('IPEA”); esto no es asl cuando, segun | regia 68.15is(b), «l
solicitants slige ciro organtsmo distinio a sste coma IPEA, y #f IPEA alegido informd a la Oficina Intemacional
que los infonTs escriton de este organisma de xisquada intemacional no serdn reconocidos.

Cuando este informe a3 vilido como informe eacrito de IPEA, 1al como axtd previsio arriba, el solicitante es
Intimado s prasantar anta IPEA una pasicién por sacrita, y cuande comesponda, modificaciones, on o plazo de 3
meses 8 partir de la facha en ks que fue remitido el formulario PCT/ISA/220 ¢ en @l plazn de 22 meeas a partir
de la fecha da prioridad, sagin & plazm que venzm mas tarde.

Para otras opciones, ver formulario PCTASA/Z20.

Para otros detalles, ver lss instrucciones del fomulario PCTNSA/220.

Nombre y Direccién Postal del ISA Funcionario Apoderado

D-80298 Munich Fausti, S
Tel.. +48 80 2380 - (; Tx: 523656 apmu d
Fu +49 88 2309 ~ 4485

Tel: +49 89 2360-7306

‘ormulario PC T/ISA/237 (cariiule) {enere 2004)



INFORME ESCRITO DEL Refsrencia Intemacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNAC!I NAL PCT/EP 2005/011383
“Campo K° | Fundamemo del informe

1.

Con respecio al idioma, el Informe fue comfeccionado sobra la base de 'a soliciud internacional en ef idiora en
que fue presentacds, en tanto en este punto no se indique otra cosa,

a

£l informa estd basado sobre una traducclén del idioma original al siguterte idioma, &l que se trata del

guﬂ:);hhmwdn presentads @ ios efectos de la bisqueds Intsmacional (segun las reglas 123 y

Con respecto al ldioma, el informe fue confeccionado. basado sobre la splicitud imemacional. en et idioma en
que fue preseniade. en tanio en este punto no se indique ofra cosa.

O

E! informe estd basado sobre una traduccion del idioma original el siguients idioma., el que se trata del

m ;h la traduccitn preseniada & os efectos de ia bisqueda imtemacional (segOn las eglas 12.3 y
.1 b))

Con respecto a ia wecuencia de nucledtidos y/o aminodcidos revelada en la solickud interacional y
requerkia pars la invencidn relvindicada, at informa fus confeccionado sobe la siguiente base:

Tipo de matarial

C1 listado de secuencias

C1 tsblas del listado de secuencias

Fonma del material

O enforma eacrila

1 enforma legible por computedora

Momento de la presentacion

[0 comprendido en la presentacién Intemacional tal como fue presantada

C1 presentado, junto con ia solicitud imternecional, en forma legible por computadara
O suministrada posteriormente ante @l organisma a los efectos de la bisqueda

3. [ Habienda presantadoc més da una version o copla de un protocoio da sacuenciss y/o la tabla
comespondients se deben presemtar adicionaimente las declasacionss requeridas de que la informacidn
de las copias presentadas postariormente o adicionales colncide con la varsidn original de la solicitud o
que no la supers,

4. Observaciones adiclonales

“Campo N° 11 —_Prioridad

1. O Noseconsiders la validez de la vindicacion de prioridad porque el Organisme de Busqueda
Internacional no eataba en posesidn de una copia de La solicitud anterior cuya priorided era relvindicada o,
cuando es requerida, de ung traduccién de tal solictud anterior. No cbstante, eate informe fue
confecclonado asumiendo que la fecha relevante es ia fecha de prioided relvindicada (reglas 43b/s.1 'y
B4.1).

2 [ Este informa fue confeccionade como sl no hubiera sido revindicada una prioridad, porque la

3

reivindicacion de prioridad fue encontracia Invalida (reglas 43kis.1 y 84.1). En consecuencia. a os
propdsitos da este Informe. ss considara como la fecha ralevante la fecha de presentacion intemacional
indicada arriba,

Obsarvacionas adicionales, sl son necesarias.

var hoja adjunta

Farmulario PCTASA/237 (enero 2004)



INFORME ESCRITO DEL Referencia intemnacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2005/011363
“Campo Il No confeccldn de un Informe con respecio 8 s ROVEGad, Ia actividad Inventivay la

aplicabllidad Industrial

La cuastién acerca de si la invencién reivindicada parace ser novedosa, involucra actividad Inventiva (nc obvia) o es
aplicable industriaimeme no fue axaminada con respecio a:

O (iodalasolicitud internacional
B rmeivindicacion N° 11 {con respecto a /e sphcabiicdad industrial)
porque

|ea mencionadas solicitiud Intemacional completa a relvindicacionas N® 11 se refleren al siguiente ohjeto, el que
no requiere un examen preliminar intemacional (especificar):

wvor hoja sdjunta

O ladescripcion, revindicaciones o lhatraciones (indicar slemenios particuisres sbgio) o las mencionades
relvindicaciones N*  son tan poco claras que no se puade confecclonar un informe coherente (sspecificar):

O las reivindicaciones o Ias mencionades reivindicaciones N°  estd apoyadas tan Inadecugdamente por la
descripcidn que no ss puade confeccionar un informe coberents.

O nase confecciond ningun Informe de biequeda para teds la solicitud o para lss mencionadas reivindicaciones
N° 1-8, 17-22 (fodns parciaimente) .

O alilstado de secusncias de nucledtidos y/o aminoacidos no cumple con el estindar provisto para eflo en al
Anexo C da [as Instrucciones Administrativas, porque:

la forma escrita O no fue suministracdy

0O nocumgle con ol extinder
{a forma legible por computadora O nofue suministrads

O nocumple con el extandar

O Iasisblas relacionadas con el listado de secusncias de nucledtidos Wo aminadcidos, sl estd forrma legible por

computadors. no cump)e con los requerimienios ticnicos provistos por al Anexo C-bis de las instrucciones
Administrativas.

O para otros detalles, ver hoja adjurta

Formulario PCT/ASA/237 {encro 2004}



INF RME ESCRITO DEL Raferencia Intemacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 2005/011363

Campe NV Renoclucion fundada segiin regla PCT 435/.1(a){l) con especto » Ia noveded, la actvidad
Inventiva y ls aplicabllidsd industrisl; documentos y declaraciones destinadas a upoyar esta

resolucién
1.  Rasolucitn

Noveded S  Relvindicacionas: 1-11
No Reivindicaciones: -

Actividad rveative S|  Reivindicacionas: 1-11
No Raivindicaciones: -

Aplicabilkiad industrial S!  Reivindicaciones; 1-10
No  Reivindiceciones: -

2.  Documenios y declaraciones:
ver hoja adjunta
Campo N°VI___Documentos eapecificos presentados

1. Documantos especificos publicados (reglas 43bis.1y 70.10)
ylo

2 _’.nﬁvalndm no esciitas (reglas 43/s.1 y
.8)

ver formulario 210

Campo N° Vil Carencias espocificas de 1a soiicltud internacional

Se comprobd que Ia sollcitud intemacional presanta las siguieres carencias de forma 9 de contanido:
ver hoja adjunta

Campo N° VAii__Obsarvacionss especificas sobre is sclichud Internacional

Se obssrva o siguiente acercs de Ia clarided de las reivindicaciones, la deacripcion o les ilustraciones, o de la cuestion
de ni las relvindicaciones estin apoyadas en todo su alcance per la deacripeidn:

ver hoja adjunta

Formulario PCT/ASA/237 (enero 2004)
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1. Dieser Bescheid enthilt Angaben zu loigendan Punkten:

Feld Nr.
B Feld Nr. Il
Feld Nr. I}

O FeldNr. IV
& FeldN:. Vv

8 Feld Nr. VI
Feld Nr. VIl
R Feid Nr. VIII

Grundiage des Beschelds
Priorltit

Imfernationales Anmeldedatum (Tagonaidsly) | Priorititsdatum (Tagétonatdisny,
22.10.2005 05,11.2004

PCT

SCHRIFTLICHER BESCHEID DER
: INTERNATIONALEN
; RECHERCHENBEHORDE

i . (Regel 43bis.1 PCT)

[ L

i [ {TagMonallaly) swhs Formulsr PCTASAR10 (Blat 2)
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o —

= ——

Keine Ersteliung eines Gutachtens (iber Neuhelt, erfinderlsche Titigkell und gewerbliche

Anwendbarkeit
Mangeinde Einheltichkslt der Erfindung

BegrOndete Feststellung nach Regel 434i5.1(a)(l) hinsichthch der Neuhei, der erfinderschen Tatlgkett

und der gewerblichen Anwendbarkeil: Unteriagen und Erklarungen zur Stltzung dieser Feststellung

Bestimmte angefilhrte Unterlagen
Bestimmte Mingei der internationalen Anmaeldung
Bestimmte Bemerlwngen zur internationaien Anmeldung

2. WEITERES VORGEHEN

Wird eln Antrag auf Intemnationale voridufige Prilfung gestallt, so giit dleser Bescheid als schriftlicher Beschaki der
mit der internationalen voriaufigan Priifung beauftragten Behdrde ("IPEA"); dlas trifit nicht zu, wenn der Anmeldar
eine andere BehSrde als diese als IPEA wiihit und dis gewihits IPEA dem Intemationale Biro nach Regel B6. ibis b)
miigeteilt hat, daB schrifiliche Bescheide dieser Internationalen Recherchenbehdrde nicht anerkannt werden.

Wenn dieser Bescheld wie oben vorgesshen als schritlicher Bascheid der IPEA gilt, 50 Ist der Anmaider
aufgefordert, bal der IPEA vor Ablauf von 3 Monaten ab dem Tag, an dem das Formblatt PCTASAZ220 ebgesandt
wurde oder vor Ablauf von 22 Monaten ab dem Priorithtsdatum, je nachdem, walche Frist spiter ablduft, eina
schriftiche Stelungnahme und, wo dies angebracht ist, Anderungen ainzureichen.

Weilare Optionen siesha Formbiatt PCTASAZ2Z0.

* 3.  Néhere Einzelheiten siehe die Anmerkungen zu Formblait PCTASAZ20.

, Name und Pu-l-lnlchri'll der mit der inhr;\aliondan -

Recherchenbahtrde

D-80298 MOnchen

Tel. +49 89

——=——  Fax:+40 80 2300 - 4465

ﬁ Eurpplisches Patentam

% Bevolméchtigie: Badiansteter
' Fausli, S

2399 - 0 Tx: 523656 apmu d
¢ Tel. +49 89 2308-7389
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SCHRIFTLICHER BESCHEID DER ] Internationales Aktenzeichen
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE PCT/EP2005011363

Feld Nr. | Grundlggj des Beschelds

. Hinsichtlich der Sprachs ist der Bescheid auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache
erstelit worden, in der sie eingeraicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichis anderes angegeben ist.

O Der Bescheid ist aut der Grundiage einer Ubersetzung aus der Originaisprache in die foigende Sprache
erstalll worden, bel der es sich um dia Sprache der Ubersetzung handelt, die fiir die Zwecke der
intemationalen Recharche eingereicht worden ist (gam&0 Regeln 12.3 und 23.1 b)).

. Hinsichtlich der Nucleotid- undioder Aminossuresequenz, die in der internationalen Anmeidung offenbart
wurde und fir die beanspruchte Erfindung erfordertich ist, ist der Bescheid auf folgender Grundlage erstalit
worden:
a. Art des Materials

O Sequenzprotokoll

O Tabelle(n) zum Sequenzprotokoll
b. Form des Materials

O in schriftlicher Farm

0J in computerlesbarer Form
c. Zeltpunkt der Einreichung

O in der eingereichten intarnationalen Anmeidung enthalten

O zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht

O bei der Behdrde nachtraglich fr die Zwecke der Recherche elngersicht
. O Wurden mehr als eine Verslon oder Kopie eines Sequenzprotokalls undbder elner dazugehdrigen Tabelle
eingereicht, 8o sind zusétzlich die esforderlichen Erkiirungen, daB die Information in den nachgereichten
oder zusaizlichen Kopien mit der Information in der Anmeldung in der eingereichien Fassung Dbereinstimmt
bzw. nicht dber sie hinausgeht, vargelegl worden.

. Zusétzliche Bemerkungen:

Feld Nr. 1l Prioritht

. Die Giltigkeil des Priorit&isanspruchs wurde nicht in Betracht gezogen, da die Internationale
Recherchenbehdrde tber keine Abschrift der friiheren Anmeidung oder, falls bendtigt, Ubersetzung der
friheren Anmeldung verfigt. Dieser Bescheid wurde tratzdem unte: der Annahme ersteitt, dass der
massgebliche Zeitpunkt {Regeln 43bis.1 und 64.1) das beanspruchte Prioritdisdatum ist.

. 01 Dieser Bescheid ist ohne Berlicksichtigung der beanspruchten PriorilAl erstellt worden, da sich der
Prioritateanspruch als ungiiltig erwiesen hat (Regeln 43bis.1 und 64.1). Fiir die Zwecke dieses Beschekls
gilt daher das vorstehend genannte internationale Anmeidedatum als das maBgebliche Datum.

. Etwaige zusétzliche Bemerkungen:
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SCHRIFTLICHER BESCHEID DER . Internationales Aktenzeichen,/
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE PCTEP2005011363

Feld Nr. lil Keine Ersteliung eines Gutachtens iiber Neuhelt, ertinderische Titigkeit und gewerbliche
Anwendbarkelt

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin geprift, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist:

0 die gesamte internationale Anmeidung,

B Anspriiche Nr. 11 {hinsichtlich der gewerblichan Anwendbarkelt - with respect to Industrial Applicability)

Begrindung:

® Die gesamte internationale Anmeidung, bzw. die obengenannten Anspriiche Nr. 11 bezighen sich aut_
den nachstehenden Gegenstand, fir den keine Internationale vorifufige Priifung durchgefohrt werden
braucht (genaue Angaben).
slehe Belblatt

O Die Beschraibung, die Angpriche oder dia Zeichnungen (machen Sie bitte nachsiehend genaue Angaben)
oder die obengenannten Anspriiche Nr.  sind so0 unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden
konnte (genaue Angaben).

O Die Anspriiche bzw. die obengenannten Anspriiche Nr. sind 80 unzureichend turch die Beschreibung
gestiltzi, daB kein sinnvolles Gutachten erstelit werden konnte.

B fir die gesamte Anmelidung oder ilir die obengenannian Anspriche Nr. wurde kein inlemnationaler
Recherchenbericht erstelit.

O Das Nucleotid- undbder Aminostiuresequenzprotokoll entspricht nicht dem in Anhang C zu den
Verwaltungsvorschrilten vorgeschriebenen Standard, weil

dia achriftliche Form O nicht gingereicht wurde.
O nicht dem Standard entspricht.
die computeriesbare Form D nicht aingereicht wurde.
O nicht dem Standard entspricht.
O Die Tabelten zum Nucleoti- undbder Aminoséuresequenzprotokoll, sofern sie nur in computerlesbarer

Form vorllegen, entsprechen nicht den in Anhang C-bis zu den Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen
technischen Anforderungen.

O Sishe Belblatt fiir weitere Angaben,
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INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE PCT/EP2005011363 /

Feld Nr.V  Begriindete Feststellung nach Regel 43bis.1(a)(l) hinsichtlich der Neuheit, der
erfinderischen Tatigkelt und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur
Stutzung dieser Feststellung

1. Feststellung

Neuheit Ja. Anspriche 1-11
Nein: Anspriiche -

Erfindaerische Tatigkeit Ja: Anspriche 1-11
Nein: Anspriiche -

Gewerbliche Anwendbarkell Ja: Anspriiche: 1-10
Nein: Anspriiche; -

2. Unterlagen und Erklarungen:
siohe Beiblatt

Feld Nr. VI Bestimmte angeilhrte Untorlagon

1. Bastimmie verSffenttichte Unterlagen (Regein 43bis.1 und 70.10)
und /oder

2. Nicht-schriftiche Offenbarungen (Regeln 43bis.1 und 70.9)
sleha Formular 210

Feld Nr. Vil Bestimmte Mingel der internstionaien Anmeidung

Es wurde festgestelit, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt foigende Méngel aufweisi:
sishe Belbistt

Feld Nr. Vil Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung

Zur Klarheit der Patentanspriiche, der Beschraibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspriiche in
vollem Umfang durch die Beschrefbung gestitzt werden, ist folgendes zu bemerken:

siehe Belblatt



INFORME ESCRITO DEL

I Solicitud Intemacional
ORGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACI NAL
_(HOJA ADJUNTA) PCT/EP 2005/011383

Con respecto al item It

No realizacion de dictamen aiguno sobre novedad, actividad Inventiva y aplicabilidad
industrial

N.1 La reivindicaclon 11 se refiere a un objeto que, seglin criterio de este Organismo, cas bajo
la regia PCT 87.1(iv). Por ello no se confecciona ningln informs acerca de la aplicabilidad
industrial del objeto de esta reivindicacién (articulo PCT 34{4)a)(i)).

Con respecto al kem V

Declaracién fundada con respecto a la novedad, la actividad Inventiva y la aplicabllidad
industrial; documentos y declaraclones destinadas a apoyar esta resoluclén.

1. Documentoa

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 2004/009239 A:
D2: Palomo C. et Al.: Tefrahadron Lelters (2001) Bd. 42, N®° 51, pp. 8855-8857
D3: Egner B. J. et Al.: Terahedron (1897)Bd. 53. N* 41, pp. 14021-14030

1.1 D1 da a conocer lisobactina y sus derivados antibacterianos, los que se destacan por una
cadena peptidica N-terminal modificada y manifiestan una tolerancia mejorada {ver
reivindicaciones 1, 11 y primer renglén de la pagina 2). El residuo 3-ter-butil-alanil-3-(3-
piidil}-aianilo es una forma de realizacién preferida de la cadena peptidica N-terminal en
lugar del dipéptido Leu-Leu de la sustancia natural {ver ejemplos 89 y 97).

1.2 D2y D3 dan a conocer lisobactina y sus derivados sencillos para el ensayo de nuevos
procadimientos de sintesis (ver: D2, primera columna de pdgina 8955; D4, figura 1y
renglones 3-8 de pagina 14022.

2. APLICABILIDAD INDUSTRIAL (articulo PCT 33(4))

2.1 Para la evalugcidn acerca da la cuestidon de si son aplicables industrialments los objetos
de la presente reivindicacion 11 no existe un criterio unificado en loé estados dignatarios
del PCT. La patentabilidad pusde depender tarmnbién de la formulacion de las
reivindicaciones. La Oficina de Patentes Europea, por ejemplo, no reconocs como
industrigimente aplicable el objeto de reivindicaciones destinado el uso de un compuesto
en tratamientos madicinales, pero permite, no obatante, reivindicaciones de un compuesto
novedoso para un primer uso en tralamientos medicinales y el uso de un compueste de tal
ipo en la manufactura de un medicamento destinado a un nuevo tratamiento medicinal.

2.2 Los objetos de las reivindicaciones 1-10 son aplicables Industralmente porque estas

relvindicaciongs se refisaren a compuestos farmacéuticos, medicamentos y procedimientos
para su alaboracién.

3. NOVEDAD (articulo PCT 33(2)) y ACTIVIDAD INVENTIVA (articulo PCT 33(3))

3.1 Los documentes D2 y D3 (independientemente entre si) pueden ser considerados como el
estado de la técnica més cercano. Los compuestos de Ias refvindicaciones 1-11 se
diferencian de la sustancia natural lisobactina en la cadena peptidice N-terminal. que
comprende un residuo 3-{3-piridil}-alanilo en lugar de Leu (ver punto precedente 1.2). Ei
estado de |a técnica no revela ningln derivado de lisobacting con tal cadena peptidica N-
terminal.

3.1" El objeto de ias relvindicaciones 1-141 es, por ello. novedoso.

3.2 El problema a resolver mediante la presente Invencién puede ser considerado entonces

poner a disposicion derivados de lisobactina con actividad antibacteriana y propiedades
mejoradas.

Formulario PC1/1SA/237 (hoja adjunts) (haja IXEPA - enem 2004)
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3.3 La solucidn para este problema propuesta en las reivindiceciones 1-11 se reflere a la
cadena peptldica N-terminal modificada por el residuo 3-(3-piridil)-alanilc. Esta solucién
descansa an una actividad inventiva porque conduce @ una mejor tolerancia, a una mejor
distribucién en el cuerpo y a un aumanto de la fraccidn libre sIn disminuir [a actividad
bacteriana. El residuc 3-(3-piridil)-alanilo no fue propuesto en el estado de Ia técnica para
modificar fa cadena peptidica N-terminal de lisobacting. Las propiedades mejoradas del
antibibtico no pueden ser derivadas del mismo.

Con respecto al item Wi
Documentos especificos presentados

Documsntos especificos publicados

Soiciud N* Fecha de publicacidn Fecha de presertacion Fecha de priorkiad
({relwndiceds corractamenie )
Patente N* (ciainesiaio) (ciatres/aic) {diainas/aia)
WO 2004009239 19.11.2004 27.04,.2004 09.05.2003
Con respecto Vil

Carenclas especificas de la sollcitud Internaclonal

D.1 Contradiciando los requisitos de la regla PCT 5.1 a)ii), en |a descripcidbn no se alude al
estado de la tdcnlca pertinente revelado en D2 y D3 ni a estos documentos.

Con respecto al item Vil
Observaciones especificas sobrs [a solicitud Internacional

C. CLARIDAD (articulo PCT 8)

C.1 Las reivindicaciones 7 y 8 fueron redactadas como reivindicaciones separadas
independientes, pero parecen referirse a un mismo y Gnico objeto. Por este motivo, las

reivindicaciones no estdn redactadas concisamaente, sin cumplir por lo tanto los requisitos
del arlculo PCT 6.

Formulario PCTASA/237 (hoja adjunta) (hoje 2(EPA - enero 2004)
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SCHRIFTLICHER BESCHEID Intemationales Aktenzeichen

DER INTERNATIONALEN
RECHERCHEBEHORDE (BEIBLATT) PCT/EP2005/011363 /

P 1}
Keine Erstellung eines Gutachtens Uber Neuhelt, erfinderische Titigkeit und
gewerbliche Anwendbarkeit

N.1 Anspruch 11 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach Auffassung dieser
Behdrde unter die Regel 67.1 (iv) PCT falit. Daher wird Gber die gewerbliche
Anwendbarkeit des Gegenstands dieses Anspruchs kein Gutachten erstelit (Artikel
34(4) a) (I) PCT).

Zu Punkt ¥V

Begriindete Feststellung hinsichtlich der Neuhelt, der erfinderischen Tétigkelt und
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklirungen zur Stiitzung dieser
Feststellung

1. DOKUMENTE.
Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen:

D1: WO 2004/099239 A;
D2: Palomo C. et Al., Tetrahedron Letters (2001) Bd. 42, Nr. 51, Seiten 8955-8957;
D3: Egner B. J. et Al., Tetrahedron (1997) Bd. 53, Nr. 41, Seiten 14021-14030.

1.1 D1 offenbart Lysobactin und deren antibakterielle Derivate, die sich durch eine
modifizierte N-terminale Peptidkette auszeichnen, und verbesserte Veririglichkeit
zeigen (siehe Anspriiche 1, 11 und die erste Zeile auf Seite 2). Der Rest 3-ter-Butyl-
alanyl-3-(3-pyridyl)-alany! ist eine bevorzugte Ausfdhrungsform der N-terminalen
Peptidkette anstelle des Leu-Leu Dipeptids des Naturproduktes (siehe Beispiele 69
und 97).

1.2 D2 und D3 offenbaren Lysobactin und deren vereinfachte Derivate zur Uberprifung

neuer synthetischen Verfahren (siehe: D2, die erste Spalte auf Seite 8955; D3,
Abbildung 1 und Zaile 3-6 aut Seite 14022).

Foimbiatl PCTASA/23T (Belblatt} {Blan 1) {EPA-Janvar 2004)
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2. GEWERBLICHER ANWENDBARKEIT (Art. 33(4) PCT).

2.1 Fir dle Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande des voriiegenden Anspruchs 11
gewerblich anwendbar ist, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine einheitlichen
Kriterien. Die Patentierbarkeil kann auch von der Formulierung der Anspriiche
abhéngen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Ansprichen, die
auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als
gewerblich anwendbar an; es kénnen jedoch Anspriiche zugelassen werden, die auf
eine bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels flr eine
neue medizinische Anwendung gerichtet sind (siehe Anspriche €-8).

2.2 Die Gegenstinde der Anspriiche 1-10 sind gewerblich anwendbar, weil diese
Anspriche sich auf pharmazeutische Verbindungen, Arzneimittet und Verfahren zu
deren Herstellung beziehen.

3. NEUHEIT (Arl. 33(2) PCT) und ERFINDERISCHE TATIGKEIT (Ar. 33(3) PCT).

3.1 Die Dokumente D2 und D3 kdnnen (unabhangig von einander) als nachstliegender
Stand der Technlk angesehen werden. Die Verbindungen der Anspriche 1-11
unterscheiden sich von dem Naturstoff Lysobactin durch die N-terminalen
Peptidkette, die einen 3-(3-pyridyl)-alanyl-Rest statt Leu umfaBt (siehe obigen Punkt
1.2). Der Stand der Technik offenbart kein Lysobactinderivat mit einer solchen N-
terminalen Peptidkette.

3.1* Der Gegenstand aller Anspriche 1-11 ist somit neu.

3.2 Die mit der vorfiegenden Erfindung zu I6sende Aufgabe kann somit darin angesehen
werden, Lysobactinderivate mit antibakterielier Wirkung und besseren Eigenschaften
bereitzustellen.

3.3 Die in den Ansprtichen 1-11 fir diese Aufgabe vorgeschlagene Lésung bezieht sich
auf die durch den 3-(3-pyridyl)-alanyl-Rest modifizierte N-terminale Peptidkette. Diese

Formblatt PCTASA/237 {Beiblatt) (Blait 2) (EPA-Januar 2004)

*
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Lésung beruht auf einer erfinderischen Tatigkeit, weil sie zu besserer Vertragiichkasit,
Verteilung im Korper und einer Ernéhung der freien Fraktion ohne Minderung der
antibakteriellen Wirkung fGhrt. Der 3-(3-pyridyl)-alanyl-Rest wurde nicht im Stand der
Technik zur Modifizierung der N-terminale Peptidkette von Lysobactin vorgeschlagen.
Die verbesserten Eigenschaften des Antibiotikums kdnnen nicht davon abgeleitet
werden.

Zu Punit Vi
Bestimmte angefiihrte Unterlagen

Bastimmte verdffentlichte Unterlagen

Priorititodatum
Anmaelde Nr. VerSllentichungsdatum Anmaidedgium {zv Rechi beanspruchy)
Paient Nr. (Tag/Manat'Jahr) (Tag/Monaviial} (TagMonatiJahr)
WO 2004/099239 18.11.2004 27.04.2004 09.05.2003

Zu Punkt VII
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeildung

D.1 Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Ragel 5.1 a) ii) PCT werden in der

Beschreibung weder der in den Dokumenten D2 und D3 offenbarte einschi&gige
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben.

Zu Punkt VIl
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeidung

C. KLARHEIT (Art. 6 PCT).

C.1 Die Anspriche 7 und 8 wurden zwar als getrennte, unabhéngige Anspriiche

Formbiat PCTASA/Z37 (Beiblatt) (Blaft 3) (EPA-Januar 2004)
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abgefaBt, sie scheinen sich aber tatsachlich auf ein und denseiben Gegenstand zu
beziehen. Aus diesem Grund sind die Anspriiche nicht knapp gefaBt und erfiillen
somit nicht die Erfordernisse des Artikels 6 PCT.

Formblatt PCTASA/237 (Baiblatl) (Blatt 4) (EPA-Januar 2004)
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Nonadepsipéptidos acilados como derivados de lisobactina

La invencion se refiere a nonadepsipéptidos y a procedimientos para su
preparacion, asi como a su uso para la preparacién de medicamentos para el tra-
tamiento y/o ia profilaxis de enfermedades, especialmente enfermedades infeccio-
sas bacterianas.

La pared celular bacteriana se sintetiza por una serie de enzimas (biosinte-
sis de pared celular) y es esencial para la supervivencia o bien la propagacién de
microorganismos. La estructura de esta macromolécula, al igua! que las proteinas
participantes en su sintesis, esta fuertemente conservada entre las bacterias. A
causa de su naturaleza esencial y homogeneidad, la biosintesis de pared celular
es un punto de ataque ideal para nuevos antibiticos (D.W.Green, “The bacterial

cell wall as a source of antibacterial targets”, Expert Opin. Ther. Targets, 2002, 6,
1-19).

La vancomicina y penicilina son inhibidores de la biosintesis de pared celu-
lar bacteriana y representan ejemplos exitosos de la potencia antibitica de este
principio activo. Se utilizan desde hace decenas de afios en clinica para el trata-
miento de infecciones bacterianas, ante todo con patdgenos gram-positivos. Por la
creciente aparicion de gérmenes resistentes, por ejemplo, estafilococos resisten-
tes a meticilina, neumococos resistentes a penicilina y enterococos resistentes a
vancomicina (F. Baquero, “Gram-positive resistance: challenge for the develop-
ment of new antibiotics”, J. Antimicrob. Chemother., 1997, 39, Suppl A:1-8; A.P.
Johnson, D.M. Livermore, G.S. Tillotson, “"Antimicrobial susceptibility of Gram-
positive bacteria: what's current, what's anticipated?”, J. Hosp. Infect., 2001, (49),
Supl A: 3-11), asi como recientemente también por primera vez estafilococos re-
sistentes a vancomicina (B. Goldrick, “First reported case of VRSA in the United
States”, Am. J. Nurs., 2002, 102, 17) estas sustancias pierden cada vez mas su
actividad terapéutica.

La presente invencion describe una nueva clase de inhibidores de la biosIn-

tesis de pared celular sin resistencia cruzada frente a las clases de antibidticos
conocidos.

-3
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Se describe la sustancia natural lisobactina y algunos derivados como anti-
bacterianos activos en el documento US 4.754.018. Se describen también el ais-
lamiento y actividad antibacteriana de la lisobactina en los documentos EP-A-
196042 y JP 01132600. El documento WO04/099239 describe derivados de liso-
bactina con actividad antibacteriana.

Se describe adicionalmente la actividad antibacteriana de lisobactina y ca-
tanosina A en O’Sullivan, J. ot al., J. Antibiot. 1988, 41, 1740 — 1744, Bonner, D.
P. et al., J. Antibiot. 1888, 41, 1745 — 1751, Shoji, J. et al., J. Antibiot. 1988, 41,
713 ~718 y Tymiak, A. A. et al., J. Org. Chem. 1989, 54, 1149 - 1157,

Es un cometido de la presente invencion poner a disposicién compuestos
alternativos con actividad antibacteriana comparable o mejorada, mejor tolerancia,
por ejemplo menor nefrotoxicidad, y mejor distribucidn en el cuerpo, es decir, me-
jores propiedades farmacocinéticas como, por ejemplo, aumento de la fraccion

libre (fy), para el tratamiento de enfermedades bacterianas en personas y anima-

Son objeto de la invencién compuestos de férmula

.

en la que



15

25

30

R'  significa hidrdgeno y
R? gignifica 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-butilo, 2,2-dietil-1-butilo, 2,2-

dimetil-1-pentilo o trimetilsiliimetilo,

R!' significa trifluorometilo y

R? significa 2,2-dimetil-1-propilo, 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-butilo, 2,2-
dietil-1-butilo, 2,2-dimetil-1-pentilo o trimetilsiliimetilo,

y sus sales, sus solvatos y los solvatos de sus sales.

Son compuestos segun la invencion los compuestos de formula () y sus
sales, solvatos, solvatos de las sales y profarmacos, los compuestos de las formu-
las citadas a continuacidn abarcados por la férmula () y sus sales, solvatos, solva-
tos de las sales y profarmacos, asi como los compuestos citados a continuacion
como ejemplos de realizacion abarcados por la formula (I) y sus sales, solvatos,
solvatos de las sales y proféﬁnacos. a menos que en los compuestos citados a
continuacion abarcados por la férmula {l), no se trate ya de sales, solvatos, solva-
tos de las sales y profarmacos.

L.os compuestos segun la invencidn pueden existir, dependiendo de su estruc-
tura, en formas estereocisomeéricas (enantibmeros, diasteredmeros). La invencion se
refiere por tanto a los enantimeros o diasteredmeros o sus respectivas mezclas. A
partir de dichas mezclas de enantidmeros y/o diasterebmeros pueden aislarse los
componentes estereoisoméricos individuales de modo conaocido.

En caso de que los compuestos segun la invencién puedan hallarse en for-
mas tautoméricas, la presente invencion abarca todas las formas tautoméricas.

Como saies, se prefieren en el marco de la presente invencién sales fisiologi-
camente inocuas de los compuestos segun la invencion. Pero estan también abar-
cadas sales que no son adecuadas para aplicaciones farmacéuticas por si rmismas,
pero pueden usarse, por ejemplo, para el aislamiento o purificacién de compuestos
segln la invencidn o sales mixtas. Por sal mixta en el marco de la presente invencién
se entiende una sal de adicion que contiene dos o mas 4acidos o bian bases distintos

como, por ejemplo, una sal de trifluoroacetato-mesilato.
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Las sales fisiolégicamente inocuas de los compuestos segun la invencidon
abarcan sales de adicion de acido de Acidos minerales, acidos carboxllicos y acidos
sulfénicos, por ejemplo, sales de acido clorhldrico, acido bromhidrico, acido sulfurico,
acido fosférico, acido metanosulfénico, acido etanosulfonico, acido toluenosulfénico,
acido bencenosulfénico, acido naftalenodisulfonico, acido acético glacial, acido tri-
fluoroacético, acido propibnico, dcido lactico, acido tartarico, acido malico, acido cltri-
co, acido fumarico, acido maleico y acido benzoico.

Las sales fisiologicamente inocuas de los compuestos segun la invencién
abarcan también sales de bases habituales como, por ejemplo y preferiblemente,
sales de metales alcalinas (por ejemplo sales de sodio y potasio), sales de metales
alcalinotérreos (por ejemplo, sales de calcio y magnesio) y sales de amonio, deriva-
das de amoniaco o aminas organicas de 1 a 6 atomos de C como, por ejemplo y pre-
feriblemente, etilamina, dietilamina, trietilamina, etildiisopropilamina, monoetanolami-
na, dietanolamina, trietanolamina, diciclohexilamina, dimetilaminoetanol, procaina,
dibencilamina, N-metiimorfolina, arginina, lisina, etilendiamina y N-metilpiperidina.

Como solvatos se designan en el marco de la invencién aquellas formas de
compuestos segun la invencion que forman un complejo en estado soélido o liquido
mediante coordinacion con moléculas de disolvente. Los hidratos son una forma es-
pecial de solvatos en los que la coordinacion se realiza con agua.

Se prefieren compuestos de férmula (l) en ia que
R'  significa hidrogeno y

R?  significa 2,2-dimetil-1-butilo o trimetilsiliimetilo,

R' significa trifluorometilo y

R?  significa 2,2-dimetil-1-propilo, 2,2-dimetil-1-butilo o trimetilsitiimetilo,
Yy sus sales, sus solvatos y los solvatos de sus sales.
Se prefieren también compuestos de férmula (I) en la que

R'  significa hidrdgeno y

R?  significa 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-butilo, 2,2-dietil-1-butilo o trime-
tilsitilmetilo,
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y sus sales, sus solvatos y los solvatos de sus sales.
Se prefieren también compuestos de formula (1) en la que
R' significa hidrégeno y
R?  significa 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-butilo, 2,2-dietil-1-butilo, 2,2-
dimetil-1-pentilo o trimetilsililmetilo.
Se prefiere especiaimente el compueste 3-(trimetilsilil)-D-alanil-3-(piridin-3-

il)-L-alanil-des-(1-p-leucil-2-L-leucil)lisobactina

o una de sus sales, sus solvatos o 10s solvatos de sus sales.

Es ademas objeto de la invencién un procedimiento para la preparacion de

compuestos de formulas (1), en el que el compuesto de formula

7
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en la que

R' y R? tienen el significado dado anteriomnente, y

X'  significa halégeno, preferiblemente bromo, cloro o flior, o hidroxi.

En caso de que X' represente haldgeno, la reaccion se realiza en general
en disolventes inertes, eventualmente en presencia de una base, preferiblemente
en un intervalo de temperatura de —30°C a 50°C a presién normal.

Son disolventes inertes, por ejemplo, tetrahidrofurano, cloruro de metileno,
piridina, dioxane o dimetiformamida, se prefiere cloruro de metileno o dimetilfor-
mamida.

Son bases, por ejemplo, trietilamina, diisopropiletilamina o N-metilmorfolina,
se prefiere diisopropiletilamina.

En caso de que X' represente hidroxi, la reacci6n se realiza en general en
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disolventes inertes en presencia de un reactivo deshidratante, eventualmente en
presencia de una base, preferiblemente en un intervalo de temperatura de -30°C a
50°C a presion normal.

Son disolventes inertes, por ejemplo, hidrocarburos halogenados como di-
clorometano o triclorometano, hidrocarburos como benceno, nitrometano, dioxano,
dimetilformamida o acetonitrilo. Es igualmente posible utilizar mezclas de disolven-
tes. Se prefieren especialmente diclorometano o dimetilformamida.

Como reactivos deshidratantes son adecuados a este respecto, por ejem-
plo, carbodiimidas como, por ejemplo, N,N-dietil-, N,N, -dipropil-, N,N'diisopropil-,
N,Ndiciclohexilcarbodiimida, clorhidrato de N-{3-dimetilaminoisopropil)-N-etil-
carbodiimida (EDC), N-ciclohexilcarbodiimida-N-propiloximetilpoliestireno (PS-
carbodiimida) o compuestos de carbonilo como carbonildiimidazol, o compuestos
de 1,2-oxazolic como 3-sulfato de 2-etil-5-fenil-1,2-oxazolio o perclorato de 2-terc-
butil-5-metilisoxazolio, o compuestos acilamino como 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-
dihidroquinolina, o anhldrido del dcido propancfosfénico, o cloroformiato de isobu-
tilo, o cloruro de bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)fosforilo o hexafluorofosfato de benzotri-
azoliloxitri{dimetilamino)fosfonio, o hexafluorofosfato de O-(benzotriazoi-1-il)-
N,N,N',N-tetrametiluronio (HBTU), tetrafluoroborato de 2-(2-oxo-1-(2H)-piridil)-
1,1,3,3-tetrametiluronio (TPTU) o hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
N,N,N'N-tetrametiluronio (HATU), o 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), o hexafluorofos-
fato de benzotriazol-1-iloxitris{(dimetilamino)fosfonio {BOP), o N-hidroxisuccinimida
0 mezclas de estos, con bases.

Son bases, por ejemplo, carbonatos alcalinos como, por ejemplo, carbonato
de sodio o potasio o hidrogenocarbonato de sodio o potasio, 0 bases organicas
como trialquilaminas, por ejemplo, trietilamina, N-metilmorfolina, N-metilpiperidina,
4-dimetilaminopiridina o diisopropiletilamina.

Preferiblemente, la condensacidn se lleva a cabo con HATU o con EDC en
presencia de HOBt.

Los compuestos de férmula (1ll) portan eventualmente grupos protectores,

de modo que en estos casos a la reaccién del compuesto de férmula (I1) con com-



10

15

puestos de formula (11} le sigue una separacion de los grupos protectores con aci-
do trifluoroacético segtin procedimientos conocidos por el experto.

La base libre de las sales de los compuestos de formula (i) puede obtener-
se, por ejemplo, mediante adicién de una base y posterior extraccion, precipitacidén
0 separacion cromatografica segun procedimientos conocidos por el experto. Es-
peciaimente, mediante el uso de bases unidas a polimeros como, por ejemplo,
hidrogenocarbonato unido a polimero.

Es un objeto adicional de la invencién un procedimiento para la preparacion
de compuestos de fdrmula (l) o sus solvatos segun la reivindicacién 1, en el que
las sales de los compuesios o solvatos de las sales de los compuestos se trans-
forman en los compuestos mediante la adicion de una base.

El compuesto de féormula (ll) puede sintetizarse mediante degradacién de
Edman doble a partir de lisobactina (ejemplo 1A), como se describe en la parte
experimental del ejemplo 2A.

Los compuestos de formula (lll) son conocidos o pueden sintetizarse segin
procedimientos conocidos a partir de los correspondientes reactantes.

La preparacion de los compuestos segun la invencién puede ilustrarse me-
diante el siguiente esquema de sintesis.

Esquema de sintesis:
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Los compuestos segin la invencion muestran un espectro farmacolégico y
farmacocinético de accidn valioso no previsible. Muestran una accion antibacteria-
na.

5 Son adecuados por tanto para uso como medicamentos para el tratamiento
y/o la profilaxis de enfermedades en personas y animales.

Los compuestos segun la invencidn se caracterizan por una nefrotoxicidad
menor respecto a la de la lisobactina.

Los compuestos segun la invencion se caracterizan por una mejor farmaco-

10 cinética respecto a la de la lisobactina. Muestran una mejor distribucién en el
cuerpo con una accion farmacolbgica igual o mejorada, lo que tiene como conse-
cuencia una menor dosis terapéutica asi como una ventana de tratamiento tera-
péutico mas amplia.

Los compuestos segtin la invencién tienen una mayor fraccion libre (f,) en el

15 plasma que la lisobactina.

Los nonadepsipéptidos descritos actian como inhibidores de la biosintesis
de la pared celular bacteriana.

Son especiaimente activos los preparados segun la invencién frente a bac-
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terias y microorganismos similares a bacterias. Por consiguiente, son especial-
mente buenos para la profilaxis y ia quimioterapia de infecciones locales y sistémi-
cas en medicina humana y animal producidas por estos patdgencs.

Basicamente, los preparados segun la invencidn pueden usarse contra to-
das las bacterias y microorganismos similares a bacterias que estén en posesion
de una pared celular bacteriana (saculo de mureina) o bien del sistema enzimatico
correspondiente, por ejemplo, mediante los siguientes patdgenos o mediante mez-
clas de los siguientes patdgenos:

Cocos gram-negativos (Neissena gonorrhoeae) asl como bacilos gram-
negativos como Entercbacteriaceae, por ejemplo Escherichia coli, Hdmophilus
influenzae, Pseudomonas, Klebsiella, Citrobacter (C. freundii, C. divernis), Salmo-
nella y Shigella; otras Enterobacter (E. aerogenes, E. agglomerans), Hafnia, Sema-
tia (S. marcescens), Providencia, Yersinia, asl como el género Acinetobacter,
Branhamella y Chlamydia. Ademas, el espectro antibacteriano abarca bacterias
estrictamente anaerdbicas como, por ejemplo, Bacteroides fragilis, representantes
del género Peptococcus, Peptostreptococcus, asi como el género Clostridiumn;
ademas micobacterias, por ejemplo, M. tuberculosus. Muestran una accién espe-
cialmente marcada los' compuestos segin la invencidon contra cocos gram-
positivos, por ejemplo, estafilococos (S. aureus, S. epidermidis, S. haesmolyticus,
S. camosus), enterococos (E. faecalis, E. faecium) y estreptococos (S. agalactiae,
S. pneumoniae, S. pyogenes).

La enumeracion anterior de patogenos es Unicamente ejemplar, y en modo
alguno debe interpretarse como limitante. Como enfermedades causadas por los
patogenos citados o infecciones mixtas y que pueden impedirse, mejorarse o cu-
rarse mediante los preparados segun la invencién, son de citar, por ejemplo:

Enfermedades infecciosas en personas como, por ejemplo, infecciones de
las vias urinarias sin complicaciones y con complicaciones, infecciones dérmicas y
superficiales sin complicaciones, infecciones dérmicas y de partes blandas con
complicaciones, inflamacién pulmonar adquirida en hospital y ambulatoria, neu-

monias nosocomiales, exacerbaciones agudas e infecciones bacterianas secunda-
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rias de bronquitis cronica, otitis media aguda, sinusitis aguda, faringitis estreptocé-
cica, meningitis bacteriana, uretritis/cervicitis gonocdcica y no gonocécica sin
complicaciones, prostatitis aguda, endocarditis, infaecciones intraabdominales sin
complicaciones y con complicaciones, infecciones ginecoldgicas, enfermedad in-
flamatoria pélvica, vaginosis bacteriana, osteomielitis aguda y cronica, artritis bac-
teriana aguda, terapia emplrica en pacientes neutropénicos febriles, otras bacte-
remias, infecciones por MRSA, diarrea infecciosa aguda, infecciones por Helico-
bacter pylori, infecciones postoperatorias, infecciones odontogénicas, infecciones
oftalmoldgicas, infecciones postoperatorias (incluyendo abscesos periproctales,
infecciones de heridas, infecciones biliares, mastitis y apendicitis aguda), fibrosis
quistica y bronquiectasis.

Ademds de en personas, pueden tratarse infecciones bacterianas también
en otras especies. Se citan como ejemplos:

cerdo: diarrea, enterotoxemia, sepsis, disenteria, salmonelosis, sindrome de
metritis-mastitis-agalactia, mastitis;

rumiantes (vaca, oveja, cabra): diarrea, sepsis, bronconeumonia, salmone-
losis, pasteurelosis, infecciones genitales; .

caballo: bronconeumonia, paralisis del potro, infecciones puerperales y
postpuerperales, salmoneiosis;

perros y gatos: bronconeumonla, diarrea, dermatitis, ofitis, infacciones de
las vias urinarias, prostatitis;

aves (gallina, pavo, codorniz, paloma, aves decorativas y otras): infecciones
por E. coli, enfermedades crénicas de las vias respiratorias, salmonelosis, pasteu-
relosis, psitacosis.

Pueden tratarse iguaimente enfermedades bacterianas en la crla y mante-
nimiento de peces Utiles y decorativos, en los que el espectro antibacteriano se
amplia de los patégenos citados anteriormente a otros patégenos como, por ejem-
plo, Pasteurella, Brucellé, Campylobacter, Listeria, Erysipelothris, Corynebacte-
rium, Borellia, Treponema, Nocardia, Rikettsia, Yersinia.”

Es otro objeto de la presente invencidn el uso de los compuestos segun la
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invencion para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades, especialmente de
enfermedades infecciosas bacterianas.

Es otro objeto de la presente invencién el uso de compuestos segun la in-
vencién para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades, especialmente de
las enfermedades anteriormente citadas.

Es otro objeto de la presente invencién el uso de los compuestos segin la
invencion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profi-
laxis de enfermedades, especialmente de las enfermedades anteriormente cita-
das.

Se prefiere usar los compuestos segun la invencién para la preparacién de
medicamentos que son adecuados para la profilaxis y/o el fratamiento de enferme-
dades bacterianas.

Es otro objeto de ia presente invencién un procedimiento para el tratamiento
y/o la profilaxis de enfermedades, especialmente de las enfermedades anterior-
mente citadas, usando una cantidad antibacterianamente eficaz de los compues-
tos segin la invencién.

Son objeto adicional de la presente invencion medicamentos que contienen
al menos un compuesto segun la invencion y al menos uno o varios principios ac-
tivos adicionales, especiaimente para el tratamiento y/o 1a profilaxis de las enfer-
medades anteriormente citadas. Los principios activos de combinacion preferidos
son compuestos de actividad antibacteriana que tienen un espectro de actividad
distinto, especialmente un espectro de actividad complementario de y/o sinérgico
con los compuestos seguin la invencidn.

Los compuestos segin la invencion pueden actuar sistémica y/o localmen-
te. Con este fin, pueden administrarse de modo adecuado como, por ejemplo, oral,
parenteral, pulmonar, nasal, sublingual, lingual, bucal, rectal, dérmico, transdémi-
co, conjuntival, 6tico o como implante o bien prétesis endovascular.

Para estos modos de administracién, pueden administrarse los compuestos
segun la invencion en formas de administracién adecuadas.

Para administracién oral, son adecuadas fomas de administracién que
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aportan los compuestos segln la invencién de forma rapida y/o modificada que
funcionan segun el estado de la técnica, que contienen los compuestos segun la
invencion en forma cristalina y/o amorfa y/o disuelta como, por ejemplo, comprimi-
dos (comprimidos no recubiertos o recubiertos, por ejempio con recubrimientos
resistentes a los acidos gastricos o recubrimientos de disolucién retardada © inso-
lubles que controlan la liberacion del compuesto segun la invencion), comprimicdos
o peliculas/obleas de disgregacion rapida en la cavidad bucal, pelicu-
las/liofilizados, capsulas (por ejemplo capsulas de gelatina dura o blanda), gra-
geas, granulos, pellas, polvos, emulsiones, suspensiones, aerosoles o soluciones.

La administracién parenteral puede tener lugar evitando una etapa de re-
sorcion (por ejemplo, intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intraespinal o intra-
lumbar) o incluyendo una resorcioén (por ejemplo, intramuscular, subcutdnea, intra-
cutanea, percutanea o intraperitonal). Para la administracion parenteral son ade-
cuados como formas de administracién, entre otros, preparados de inyeccién e
infusién en forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, liofilizadas o polvos
estériles.

Para los demas modos de administracion son adecuadas, por ejemplo, for-
mas farmacéuticas de inhalacion (entre otras, inhaladores de polvo, nebuiizado-
res), gotas, soluciones y pulverizadores nasales; comprimidos, peliculas/obleas o
capsulas de administracion lingual, sublingual o bucal, supositorios, preparaciones
oculares o auriculares, capsulas vaginales, suspensiones acuosas (lociones, mez-
clas para agitar), suspensiones lipdfilas, pomadas, cremas, sistemas terapéuticos
transdémmicos (como por ejemplo emplastos), leches, pastas, espumas, polvos
finos, implantes o protesis endovasculares.

Los compuestos segun la invencién pueden transformarse en las formas de
administracion citadas. Esto puede realizarse de modo en si conocido mediante
mezclado con coadyuvantes inertes no tdxicos farmacéuticamente adecuados.
Entre estos coadyuvantes se cuentan, en general, vehiculos (por ejemplo celulosa
microcristalina, lactosa, manitol), disolventes (por ejemplo polietilenglicoles liqui-

dos), emuisionantes y agentes dispersantes o humectantes (por ejempio dodecil-

7Y,
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sulfato de sodio, oleato de polioxisorbitan), aglutinantes (por ejemplo polivinilpirro-
lidona), polimeros sintéticos y naturales (por ejemplo albumina), estabilizantes (por
ejemplo antioxidantes, por ejemplo acido ascétbico), colorantes (por ejemplo pig-
mentos inorgénicos como, por ejemplo éxidos de hierro) y correctores del sabor
y/u olor.

Son otro objeto de la presente invencién medicamentos que contienen al
menos un compuesto éegt‘m la invencidn, habitualmente junto con unc o varios
coadyuvantes inertes no tdxicos farmacéuticamente adecuados, asl como su uso
para los fines citados anteriormente.

En general, se ha mostrado ventajoso administrar en administracién intra-
venosa cantidades de aproximadamente 0,001 a 100 mg/kg, preferibiemente de
aproximadamente 0,1 a 10 mg/kg de peso corporal para conseguir resultados efi-
caces y, en administracioén oral, la dosificacién asciende aproximadamente a 0,01
a 50 mg/kg, preferiblemente a 0,5 a 10 mg/kg de peso corporal.

A pesar de ello puede ser eventualmente necesario desviarse de las canti-
dades citadas, dependiendo por supuesto del peso corporal, modo de administra-
cién, comportamiento individual frente al principic activo, tipo de preparado y punte
o intervalo temporal en el que se realiza la administracién. Asl, en algunos casos
puede ser suficiente con menos de la cantidad minima anteriormente citada, mien-
tras que en otros casos deben superarse los limites superiores citados. En caso
de administracion de cantidades mayores, puede ser aconsejable distribuir éstas
en varias fomas individuales a lo largo de! dia.

Los datos de porcentajes en los siguientes ensayos y ejemplos son porcentajes
en peso, a menos que se indique otra cosa; las partes son partes en peso. Las
relaciones de disolventes, relaciones de dilucién y datos dq concentracion de solu-

ciones liquido/liquido se refieren respectivamente al volumen.

A. Ejemplos

Abreviaturas

A



EDC
EDCxHCI
AcOEt

El

ES!
ESlneg
ESlpos
Pf.

enc.

sat.

HATU
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general

superﬁcie.(de pico)

caiculado

infusion de cerebro-corazén

terc-butiloxicarbonilo

sefal amplia (en espectros de RMN)

ejemplo

doblete {(en espectros de RMN})

cromatografia en capa fina

ionizacién quimica directa (en EM)

diclorometano

N,N-diisopropiletilamina

4-N,N-dimetilaminopiridina

dimetilsulféxido

N,N-dimetitfformamida

del tedrico

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (también EDCI)
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
acetato de etilo

ionizacién por choque de electrones (en EM)

jonizacién por electropulverizacién (en EM)

analisis anidnico en espectroscoplia de masas ESI
analisis catiénico en espectroscopia de masas ESI
punto de fusién

encontrado

saturado

hora(s)

Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N' N~
tetrametiluronio



HOBt
HPLC
AR

conc.
EM-CL
LDA

MALDI

CMmI
Min
MRSA
EM
NCCLS
neg.
NMM
RMN

p.a.
Pd

Pd-C
pos.

%

PTFE
cuant,
HPLC-FI
TA
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1-Hidroxibenzotriazol

cromatografia liquida de alta presién/alta resolucién

alta resolucién (High Resolution)

a vaclo

concentrado

cromatografia liquida acoplada a espectroscopla de masas
diisopraopilamiduro de litio

medio (en espectros UV y IR)

multiplete {en espectros de RMN)

desorcidn/fionizacidn laser auxiliada por matriz

concentracion minima inhibidora

minuto/minutos

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
espactroscoplia de masas

National Committee for Clinicai Laboratory Standards
negativo

N-metilmorfolina

espectroscopla de resonancia nuclear (resonancia magnética
nuclear)

para analisis

paladio

paladio sobre carbono

positivo

porcentual

politetrafiuoretileno

cuantitativo

HPLC en fase inversa

temperatura ambiente
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Tr tiempo de retencion (en HPLC)

f fuerte (en espectros UV e IR)

s singlete (en espectros de RMN)

TBTU tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N.N',N-
tetrametiluronio

TCTU tetrafluoroborato de O-(1H-6-clorobenzotriazol-1-if)-1,1,3,3-
tetrametiluronio

TFA écido trifiuoroacético

TFE 2,2 2-trifluoroetanol

THF tetrahidrofurano

TOF tiempo de vuelo (time of flight)

uv ultravioleta

Vis visible

VRSA Staphyiococcus aureus resistente a vancomicina

d débii (en espectros UV e IR)

ac. acuoso(s)

Z, Cbz benciloxicarbonilo

Bibliografia

Para la nomenclatura de los péptidos y ciclodepsipéptidos véanse:

1. A Guide to IUPAC Nomenclature of Organic Compounds (Recommendations
1983), 1993, Blackwell Scientific publications.

2. Nomenclature and symbolism for amino acids and peptides. Recommendations
1983. IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature, UK. Bio-
chemical Journal 1984, 219, 345-373, asl como la bibliografia citada.

Procedimientos generales de EM-CG, EM-LC, EM-AR, HPLC y cromatografia
sobre gel

Procedimiento 1 (EM-AR-TOF): Se recogen los espectros EM-AR-TOF-ES/+ con

un aparato Micromass LCT (tension capilar: 3,2 kV, tensién de cono: 42 V, tempe-



x,

/

10

15

20

25

30

-19-

ratura de fuente: 120°C, temperatura de desolvatacién: 280°C). Para ello, se usa
una bomba de inyeccién (compafila Harvard Apparatus) para la alimentacion de
muestra. Como patrdn sirve leucina-encefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu).
Procedimiento 2 (HPLC preparativa). aparato: HPLC Giison Abimed; detector
UV a 210 nm; sistema binario de bomba; columna: Waters Symmetry-Prep™ Ci,
7 pm, 300 x 18 mm; eluyente A: 0,2% de acido trifluoroacético en agua, eluyente
B: acetonitrilo; caudal: 25 mU/min; temperatura de columna: TA; 0 min 20% de B,
pendiente de 0-10 min 70% de B, pendiente de 10-10,1 min 20% de B, 15 min
20% de B.

Procedimiento 3 {cromatografia sobre gel en Sephadex LH-20): La cromato-
grafia sobre gel se lleva a cabo sin presién en Sephadex LH-20 (compafila Phar-
macia). Se fracciona segun la actividad UV (detector UV para 254 nm, compafiia
Knauer) (recolector de fracciones ISCO Foxy 200). Dimensiones de columna:
32 x 7 cm (escala 1000-100 ymol); 30 x4 cm {escala 100-10 pmol); 25 x2 cm
(escala 10—1 uymol). A las escalas 1 mmol a 11 mmol se usa una columna de di-
mension 80 x 30 cm. En este caso, las fracciones se re(inen manualmente y sin
detector de UV preconectado. La asignacién de las fracciones se realiza mediante
HPLC (procedimiento 9).

Procedimiento 4 (HPLC preparativa; Kromasll, écido acético): aparato: HPLC
Gilson Abimed, detector UV a 210 nm; sistema binario de bomba; columna: Kro-
masil-100A Cqa, 5 um; 250 x 20 mm; fiujo: 256 mi/min; eluyente A: agua/0,25-0,5%
de acido aceético, eluyente B: acetonitrilo; gradiente: 0-3 min 5% de B, 3-30 min 5-
100% de B, 30-38 min 100% de B, a continuacién regeneracitn de la columna
cromatografica.

Procedimiento & (EM-LC): instrumento: Micromass Quattro LCZ con HPLC Agi-
lent Serie 1100; columna: Phenomenex Synergi 2u Hydro-RP Mercury 20 mm x 4
mm; eluyente A: 1 | de agua + 0,5 ml de dcido fdrmico al 50%, eluyente B: 1 | de
acetonitrilo + 0,5 ml de acido férmico al 50%,; gradiente: 0,0 min 80% de A > 2,5
min 30% de A > 3,0 min 5% de A > 4,5 min 5% de A; flujo: 0,0 min 1 ml/min,
2,5 min/3,0 min/4,5 min 2 mi/min; estufa: 50°C; deteccién UV: 208- 400 nm.
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Procedimiento 6 (EM-LC}: tipo de aparato de EM: Micromass ZQ; tipo de aparato
de HPLC: Waters Alliance 2795; columna: Phenomenex Synergi 2y Hydro-RP
Mercury 20 mm x 4 mm; eluyente A: 1 | de agua + 0,5 m| de dcido férmico al 50%,
eluyente B: 1 | de acetonitrilo + 0,5 ml de acido férmiceo al 50%; gradiente: 0,0 min
90% de A = 2,5 min 30% de A - 3,0 min 5% de A > 4,5 min 5% de A; flujo: 0,0
min 1 mimin, 2,5 min/3,0 min/4,5 min 2 ml/min; estufa: 50°C; deteccién UV: 210
nm.

Procedimiento 7 (EM-LC): tipo de aparato de EM: Micromass ZQ; tipo de aparato
de HPLC: HP 1100 Series; UV DAD; columna: Phenomenex Synergi 2y Hydro-RP
Mercury 20 mm x 4 mm; eluyente A: 1 | de agua + 0,5 mi de acido fdrmica al 50%,
eluyente B: 1 | de acetonitrilo + 0,5 mi de acido férmico al 50%; gradiente: 0,0 min
90% de A > 2,5 min 30% de A - 3,0 min 5% de A > 4,5 min 5% de A; flujo: 0,0
min 1 mi/min, 2,5 min/3,0 min/4,5 min. 2 mi/min; estufa: 50°C; deteccién UV: 210
nm.

Procedimiento 8 (HPL.C analitica): tipo de aparato de HPLC: HP 1050 Series;
UV DAD 1100 Series; columna: Kromasil Cyg, 80 x 2 mm, 3,5 ym; eluyente A:
agual/0,5% de acido percidrico, eluyente B: acetonitrilo; gradiente: 0-0,5 min 2%
de B, 0,5-4,5 min 2-80% de B, 4,5-8,0 min 80% de B, 9,0-9,2 min 90-2% de B,
9,2-10,0 min 2% de B; fiujo: 0,75 mi/min, estufa: 30°C, deteccion UV a 210 nm.
Procedimiento 8 (HPLC analitica, Agilent Zorbax C,;): aparato: Agilent 1100 con
DAD (G1315B), bomba binaria (G1312A), automuestreador (G1313A), desgasifi-
cador de disolvente (G1378A) y termostato de columna (G1316A); columna: Agi-
lent Zorbax Eclipse XDB-C8 4,6 x 150 x 5 mm; eluyente A: 0,05% de &cido percié-
rico al 70% en agua; eluyente B: acetonitrilo; gradiente: 0—~1 min 10% de B, pen-
diente, 4-5 min 80% de B, pendiente, 5,5 min 10% de B; flujo: 2,00 mi/min; tempe-
ratura de columna: 30°C.

Procedimiento 10 {cromatografia sobre gel en Sephadex LH-20): Se ileva a
cabo la cromatografia sobre gel en Sephadex LH-20 (compafila Pharmacia). Se
fracciona segun la actividad UV (detector UV para 254 nm, compania Knauer) (re-

colector de fracciones ISCO Foxy 200). Dimensiones de columna: 32 x 7 ¢m (es-

%\ﬁ
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cala 1000-100 pmol); 30x4cm (escala 100-10pmol); 25x2cm (escala
10-1 pmol).

Procedimiento 11 (HPLC preparativa Symmetry): aparato: HPLC Gilson Abi-
med; sisterna binario de bomba: SymmetryPrep™Cas, compafiia Waters, 7 um;
300 mm x 19 mm; eluyente A: agua/0,2% de &cido trifluoroacético, eluyente B:
acetonitrilo; gradiente: 0-10 min 15-85% de B, a continuacion regeneracion de la
columna cromatogréfica; flujo: 25 mi/min; deteccién UV a 210 nm.

Procedimiento 12 (HPLC preparativa Kromasil): aparato: HPLC Gilson Abimed;
sistema binario de bomba; columna: Kromasil C1g, 5 um, 100 A, 250 x 20 mm:; elu-
yente A: 0,05% de dacido trifluoroacsético en agua, eluyente B: 0,05% de &cido tri-
fluoroacético en acetonitrilo; gradiente: 0-3 min 10% de B, pendiente, 30-38 min
90% de B, 38-45 min 10% de B; flujo: 20 ml/min; deteccién UV a 210 nm.
Procedimiento 13 (HPLC preparativa Waters Symmetry): aparato: HPLC Gilson
Abimed; sistema binario de bomba; columna: Waters Symmetry-Prep"" Cis, 7 um,
300 x 19 mm; eluyente A: 0,05% de &cido trifluoroacético en agua, eluyente B:
0,05% de acido trifluoroacético en acetonitrilo; gradiente: 0-3 min 10% de B, pen-
diente, 30-38 min 80% de B, 38-45 min 10% de B; flujo: 20 ml/min; deteccién UV a
210 nm.

Procedimiento 14 (HPLC preparativa): aparato: HPLC Gilson Abimed; sistema
binario de bomba; columna: Waters Symmetry-Prep™ Cis, 7 ym, 300 x 18 mm:;
eluyente A: agua/0,2% de écido trifluoroacético, eluyente B: acetonitriio; gradiente:
0-10 min 25-85% de B, a continuacién regeneracion de la columna cromatogréfica;
flujo: 25 mi/min; detecciép UV a 210 nm.

Procedimiento 15 (HPLC quiral Daicel Chiralpak): HPLC Agilent 1100; columna:
Daicel Chiralpak AD-H § pym; 250 x 20 mm; isocréatico: 75% de iso-hexano, 25% de
2-propanol con 0,2% de 4cido trifluoroacético y 1% de agua; flujo: 1,0 miVmin; estu-
fa: 25°C; detector UV a 212 nm.

Procedimiento 16 (HPLC preparativa): aparato: HPLC Gilson Abimed: sistema
binario de bomba; columna: YMC ODS-AQ 5 uym, 250 x 30 mm; eluyente A: 0,05%
de acido trifluorocético en agua, eluyente B: 0,05% de acido trifluoroacético en
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acetonitrilo; gradiente; 0-3 min 10% de B, pendiente, 30-38 min 80% de B, 38-
45 min 10% de B; flujo: 50 ml/min; detector UV a 210 nm,

Procedimiento 17 (EM-CG): Instrumento: Micromass GCT, GC6890; columna:
Restek RTX-35MS, 30 m x 250 pm x 0.25 um; gradiente: 860°C (mantener 0,30
min), 50°C/min —» 120°C, 16°C/min —» 250°C, 30°C/min — 300°C (mantener 1,7
min); flujo constante con helio: 0,88 mi/min; estufa: 80°C; entrada: 250°C.
Procedimiento 18 (HPLC): tipo de aparato HPLC: HP 1100 Series; columna UV
DAD: Zorbax Eclipse XBD-C8 (Agilent), 150 mm x 4,86 mm, 5 pm; eluyente A: 5 mi
HCIO4/I agua, eluyente B: acetonitrilo; gradiente: 0-1 min 10% de B, 14 min 10-
80% de B, 4-5 min 90% de B; flujo: 2,0 mi/min; estufa: 30°C; deteccién UV: 210 y
254 nm.

Procedimiento 19 (HPLC): columna: Kromasil RP-18, 80 mm x 2 mm, 3,5 ym;
eluyente A: 5 ml HCIOJ/! agua, eluyente B: acetonitrilo; gradiente: 0 min 2% de B,
0,5 min 2% de B, 4,5 min 80% de B, 9 min 90% de B; flujo: 0,75 mlmin; estufa:
30°C; deteccién UV: 210 nm.

Procedimiento 20 (HPLC): columna: Kromasil RP-18, 250 mm x 4 mm, 5 ym;
eluyente A: 5 ml HCIOJ1 agua, eluyente B: acetonitrilo; gradiente: 0 min 5% de B,
10 min 85% de B; flujo: 1 mi/min; estufa: 40°C; deteccién UV: 210 nm.
Procedimiento 21 (HPLC): columna: Kromasil RP-18, 250 mm x 4 mm, 5 pm;
eluyente A: 2 mi HCIO./l agua, eluyente B: acetonitrilo; isocratico: 45% de B, 55%
de A, flujo: 1 mi/min; estufa: 40°C; deteccion UV: 210 nm.

Procedimiento 22 (EM-LC): tipo de aparato de EM: Micromass ZQ; tipo de apara-
to de HPLC: HP 1100 Series; UV DAD; columna: Grom-Sil 120 ODS-4 HE 50 x
2 mm, 3,0 um; eluyente A: agua/0,025% de acido fdrmica/l, eluyente B: acetonitri-
10/0,025% de acido férmico; gradiente: 0-2,8 min 0-70% de B, 2,9-3,1 min 70-90%
de B, 3,14,5min 70-80% de ‘B; estufa: 50*C, flujo: 0,8 mlUmin, deteccién UV:
210 nm.

Procedimiento 23 (HPLC): tipo de aparato de HPLC: HP 1050 Series; UV DAD
1100 Series; columna SymmetryPrep™Css, compafila Waters, 50 x 2,1 mm,
3,5 um; eluyente A: agua/0,05% de acido trifluoroacético, eluyente B: acetonitrilo:
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gradiente: 0-9 min 0-100% de B, 8-11 min 100% de B, 11-12 min 100-0% de B, a
continuacién regeneracion de la columna cromatografica; estufa: 40°C, flujo:
0,4 m/min, deteccion UV: 210 nm.

Procedimiento 24 (espectroscopia '"F-RMN cuantitativa): Se disuelven
aproximadamente 10 mg pesados exactamente de sustancia de muestra y
aproximadamente 20 mg pesados exactamente de 1,4-dibromotetrafluorobenceno
en piridina, y se mide espectroscopicamente la '*F-RMN. Se integran y comparan
b - 74 (TFA) y —132,0 (1,4dibromotetrafluorbencenc). El contenido de TFA se da
en % de TFA de la masa de sustancia de muestra.

Procedimiento 25 (cromatografla iénica): Sistema de cromatografia idnica con
sistema supresor y detector de conductividad; precolumna: A SUPP 4/5 Guard,
columna de separacion: A SUPP 5 4,0 x 250 mm; eluyente: carbonato de sodio 3,2
mM e hidrogenccarbonato de sodio 2,4 mM en agua; flujo: 0,7 mi/min. Se disuelve
la muestra en metanol (20% del volumen de muestra final), se trata con bafio de
ultrasonidos durante 3 minutos y se rellena con agua. Se filtra la muestra a través
de un filtro de acetato de celulosa exento de iones (poro 0,45 pm) y se inyecta.

Cuantificacion frente a patrones externos (0,5 mg/l - 10 mg/).

Compuestos de partida

Ejemplo 1A

Bistrifluoroacetato de D-Ieucil-N’-{(SS,SS.1ZS,153.18R,21S,24S.278,28R)-6—[( 18)-
2-amino-1-hidroxi-2-oxoetil}-18-(3-{[amino(imino)metiljamine}propil)-12-{(1S)-1-
hidroxietil]-3-(hidroximetil)-24-[( 7R)-1-hidroxi-2-metilpropil]-2 1-isobutil- 15-{(1S)-1-
metilpropil}-2,5,8,11,14,17,20,23,28-nonaoxo-28-fenil-1-oxa-4,7,10,13,16,19,22,25-

octaazaciclooctacosan-27-il}-L-leucinamida (lisobactina)

RLw
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Fermentacion:
Medio de cultivo:
YM: agar de levadura-maita: D-glucosa (4 g/l), extracto de levadura (4 g/l), extracto
de malta (10 g/1), 1 litro de agua Lewatit. Antes de la esterilizacién (20 minutos a
121°C), se ajustaelpHa 7,2.
HPM: manita (5,4 g/l), extracto de levadura (5 g/l), peptona cérnica (3 g/l).
Conserva de trabajo: la cepa liofilizada (ATCC 53042) se dispone en 50 mi de me-
dio YM.
Fermentacién en matraz: Se inoculan 150 mi de medio YM o 100 m| de medio
HPM en un matraz Erlenmeyer de 1 | con 2 m! de la conserva de trabajo, y se deja
crecer durante 30-48 horas a 28°C en un agitador a 240 rpm.
Fermentacién en 30 I Se utiizan 300 ml de la fermentacién en matraz (medio
HPM) para inoculacién en 30 ! de una solucién de medio nutriente estéril (1 ml de
antiespumante SAG 5693/1). Se deja crecer este cultivo durante 21 horas a 28°C a
300 rpm y una ventilacién con aire estéril de 0,3 vwmn. Se mantiene constante el pH
con acido clorhidrico 1 M a pH = 7,2. En total, se alimentan durante el tiempo de
cultivo 880 mi de acido clorhidrico 1 M.
Cuttivo_principal (200 L): Se inoculan 15 x 150 ml de medio YM en matraces Er-
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lenmeyer de 1 | con 2 ml de conserva de trabajo, y se dejan crecer a 28°C durante
48 horas y a 240 rpm en agitador. Se utilizan 2250 ml de este cultivo para inocula-
cion en 200 | de una solucién de medio nutriente estéril (YM) (1 ml de antiespu-
mante SAG 5683/1) y se deja crecer durante 18,5 horas a 28°C, 150 rpm y una
ventilacion con aire estéril de 0,3 vwm. '

Para el control del desarrollo de la fermentacion, se toman muestras cada
hora {50 ml). Se mezclan 2 ml de este caldo de cultivo con 1 m! de metanol (0,5%
de acido trifluoroacético) y se filtran a través de un filtro de 0,45 ym. Se analizan
30 pl de esta suspensién mediante HPLC (procedimiento 18 y procedimiento 18).

Después de 18,5 horas, se separa el caldo de cultivo del cultivo principal a
17.000 rpm en sobrenadante y sedimento.

Aislamiento:

Se ajusta el sobrenadante (183 I} con &cido trifluoroacético concentrado o
iejla de sosa a pH 6,5-7, y se aplica sobre una columna Lewapol (OC 1064, 80 | de
contenido). A continuacién, se eluye con agua pura, agua/metanol 1:1 y a conti-
nuacion con metanol puro (con 0,1% de acido trifluoroacético). Se concantra esta
fase organica a vacio hasta un resto acuoso restante de 11,5 1.

Se une la fase acuosa restante a gel de silice Cy3 y se separa (MPLC, Bio-
tage Flash 75, 75 x 30 cm, KP-C18-WP, 15-20 um, flujo: 30 ml; eluyente: acetoni-
trilo/agua con 0,1% de acido trifluoroacético; gradiente: 10%, 15% y 40% de ace-
tonitrilo). La fase de 40% de acetonitrilo, que contiene la cantidad principal de
ejemplo 1A, se concentra a vaclo y a continuacion se liofiliza (aprox. 13 g). Se se-
para esta mezcla sélida en porciones de 1,2 g en primer lugar en una HPLC pre-
parativa (procedimiento 7), a continuacién mediante filtracién en gel en Sephadex
LH-20 (5 x 70 cm, acetonitrilo/agua 1:1, respectivamente con 0,05% de acido tri-
fluoroacético) y una HPLC preparativa adicional (procedimiento 20).

Este procedimiento proporciona 2250 mg del ejemplo 1A.

Se recoge el sedimento en 4 | de acetona/agua 4:1, se mezcla con 2 kg de
Celite, se ajusta a pH= 8 con 4cido trifluoroacético, se agita y se centrifuga. Se

concentra el disolvente a vacio y se liofiliza el residuo. Se recoge el liofilizado ob-
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tenido (89,9 g) en metanol, se separa por filtracidén, se concentra y se separa en
gel de sllice (procedimiento 21). Se purifica después el ejemplo 1A mediante filtra-
cién en gel (Sephadex LH-20, 5 x 88 cm, agua/acetonitrilo 8:1 {con 0,05% de acido
trifluoroacético), flujo: 2,7 ml/min, tamafio de fraccion: 13,5 mi) hasta una sustancia
pura.

Este procedimiento proporciona 447 mg del ejemplo 1A.

HPLC (procedimiento 18): T = 6,19 min

EM (ESlpos): m/z = 1277 (M+H)"

'"H-RMN (500,13 MHz, de-DMSOQ): § = 0,75 (d, 3H), 0,78 (d, 6H), 0,80 {t,
3H), 0,82 (d, 3H), 0,80 (d, 3H), 0.91 (d, 3H), 0,92 (d, 3H), 0,95 (d, 3H), 0,86 (d,
3H), 1,05 (m, 1H), 1,19 (d, 3H), 1,25 (m, 2H), 1,50 (m, 4H), 1,51 (m, 2H), 1,55 {m,
1H), 1,61 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,84 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,86 (m, 1H), 1,89 (m,
1H), 1,95 {m, 1H), 2,75 (m, 2H}, 3,40 (m, 1H), 3‘5'2 (m, 2H), 3,53 (dd, 1H), 3,64 (m,
2H), 3,86 (m, 1H), 3,68 (dd, 1H), 3,73 (m, 2H), 4,00 (dd, 1H), 4,02 (a, 1H), 4.13 (a,
1H), 4,32 (dd, 1H), 4,39 (t, 1H), 4,55 (m, 1H), 4,75 (dd, 1H), 5,19 (t, 1H), 5,29 (d,
1H), 5,30 (a, 1H), 5,58 (m, 2H), 6,688 (m, 3H), 6,89 (d, 1H), 6,83 (m, 3H), 6,94 (a,
1H), 8,88 (d, 1H), 7,12 (a, 1H), 7,20 (a, 2H), 7,23 (m, 2H), 7,42 {m, 2H), 7,54 (d,
1H), 7,58 (d, 1H), 8,32 (a, 1H), 9,18 (a, 1H), 9,20 (m, 2H), 8,50 (a, 1H).

"JC-RMN (125,77 MHz, deDMS0): 5 = 10,3, 15,3, 19,0, 19,2, 19,8, 20,0,
20,8, 22,0, 22,4, 23,0, 23.2, 24,3, 244, 25,0, 25,4, 26,0, 27.8, 30,9, 354, 39,5,
40,8, 40,9, 41,6, 44,1, 51,5, 52,7, 55,9, 58,2, 56,4, 57,9, 58,8, 60,2, 81,1, 62,6,
70,1, 71,6, 71,7, 75,5, 128,1, 128,6, 136,7, 156,8, 168,2, 170,1, 1704, 171,2,
1715, 171,89, 172,2, 172,4, 173.7.

La asignacion de las sefiales se realizd segun la asignacién descrita en la

bibliografla (T. Kato, H. Hinoo, Y. Terui, J. Antibiot., 1888, 61, 719-725).

Ejemplo 2A

Bis-trifluoroacetato de des-(1-p-leucil-2-L-leucil)lisobactina (producto de degrada-
cién de Edman®°)

%%
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Se disueive bistrifluoroacetato de lisobactina (60,0 g, 39,88 mmol) en piridi-
na (840 ml) en atmésfera de argdn. Después, se afade isotiocianato de fenilo
(32,35 g, 239,28 mmol, 6 equivalentes) y se agita la mezcla de reaccién a 37°C
durante 7 h. A continuacion, se separa por destilacion el disolvente en rotavapor a
40°C de temperatura de bafio. Se mezcla el residuo con metil-terc-butiléter (1400
ml) y se agita fuertemente durante 30 min. Después, se separa por filtracidn con
succion a través de una frita de vidrio (porosidad 3, diametro 13 cm). Se afsla el
producto intermedio (producto de degradacion de Edman®%) con un rendimiento
bruto de 72 g y se hace reaccionar sin procesamiento.

Para ello, se disuelve el producto bruto en 4cido trifluoroacético (1026 mi)
an atmdsfera de argoén y se agita durante 30 min a TA. Después, se concentra ia
solucion en rotavapor a vaclo a 20°C de temperatura de baflo. Se recoge el resi-
duo con metil-terc-butiléter (1400 ml) y se agita fuertemente hasta que se forma un
solido amorfo en forma de polvo. Se separa éste por filtracion a vacio a través de
una frita (porosidad 3, diametro 18 cm). Se agita el sdlido entonces con dietiléter
(1400 ml) y se separa de nuevo por filtracion. Se repite este procedimiento con 2
porciones de diclorometano (de 800 ml cada una). Se seca el producto bruto a

vacio. Se obtienen 58 g de bistrifluoroacetato de des-(1-D-leucil)lisobactina bruto
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(producto de degradacién de Edman"?).

Se disuelve el producto bruto sin purificacién adicional en piridina (1080 mi)
en atmosfera de armgdn. Después, se ahade isotiocianato de fenilo (107 g,
0,80 mol, 20 equivalentes) y se agita la mezcla de reaccion a 37 a 40°C durante 7
horas. A continuacién, se separa por destilacion el disolvents en rotavapor a 40°C
de temperatura de bafio. Se mezcla el residuo con metil-terc-butiléter (1400 ml) y
se agita fuertemente. Después, se separa por filtracidbn con succién a través de
una frita de vidrio (porosidad 3, didmetro 13 em). Se alsia el producto intermedio
(producto de degradaci6n de Edman™®) con un rendimiento bruto de 65 g y, des-
pués del secado a vacio en bomba de aceite, se disuelve directamente en atmobs-
fera de argén en acido trifluoroacético (1240 ml) y se agita durante 30 min a TA.
Después, se concentra la solucidén en rotavapor a vaclo a 20°C de temperatura de
bafio. Se recoge el residuoc con metil-ferc-butiiéter (1400 mi) y se agita hasta que
se forma un sdlido amorfo en forma de polvo. Se separa éste por filtracion a vaclo
a través de una frita (porosidad 3, diametro 18 cm). Se agita entonces en primer
lugar el solido con dietiléter (1400 mi), después con diclorometano {1400 ml), y se
separa por filtracién respectivaments. Se obtienen 55 g del producto bruto. Se pu-

rifica éste mediante HPLC preparativa (procedimiento 14). Se obtienen 28,55 g
(56% d. t.) del compuesto del titulo.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 23): Tr = 4,71 min,

Amax (cualitativo) = 220 nm (s), 255-270 (d).

EM-CL(procedimiento 22): Tr = 1,85 min;

EM (ESIpos.): m/z (%) = 528 (100} [M + 2H]**, 1051 (15) (M + H]".

Ejemplo 3A

Ester metllico del acido (22)-2-{[(benciloxi)carboniljaminc}-3-(6-trifluorometilpiridin-
3-il)acrtlico
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Se disuelven en THF (70 ml) 8-trifluorometilpiridin-3-carbaldehido (4,85 g,
27,70 mmol} y {[{benciloxi)carbonillamino}{dimetoxifosforil)acetato de metilo
(9,17 g, 27,70 mmol, 1,0 equivalentes) y se enfria a ~70°C. Se afade lentamente
gota a gota a —70°C N,N,N,N-tetrametilguanidina (6,38 g, 55,38 mmol, 6,95 mli,
2,0 equivalentes) y después se agita durante 4 h a -70°C, a continuacién durante
12 h a TA. Se concentra la mezcla de reaccion, después se agita con acetato de
etilo (2 x 100 ml) frente a agua, se lavan las fases organicas combinadas con una
solucion saturada de sal comin y se secan sobre sulfato de sodio. Después de
concentracién a vaclo, se purifica por cromatografia el producto bruto {gel de slli-
ce, eluyente: tolueno, después tolueno/acetato de etilo 10:1). Se obtienen 6,93 g
{66% d. t.) del compuesto del titulo.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): Tr = 4,60 min.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 9): Tr = 4,54 min.

'H-RMN (400 MHz, d-DMSO): & = 3,74 (s, 3H, OMe), 5,10 (s, 2H, CHy),
7,27 (s, 1H, PirH), 7,33-7,38 (m, 5H, ArH), 7,94 (d, J = 8,5 Hz, 1H, PirH), 8,27 (d,
J = 8,5 Hz, 1H, PirH), 8,93 (s, 1H, 8-CH), 9,51 (s, 1H, NH).

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 2,44 min; EM (ESipos.): m/z (%) = 381 (100)
{M + H]"; EM (ESIneg.). m/z (%) = 379 (100) [M - HJ".

EM-AR-TOF (procedimiento 1): CyaH1aN204F3 (M + H}* cale. 381,1062, enc.
381,1065.

Ejemplo 4A

Ester metilico de N-{(benciloxi)carbonil]-3-(6-trifluorometilpiridin-3-il)-L-alanina



15

20

-130-

O o
Q

.
9
X CH,

‘ 2

F,.C N

Se disuelve el compuesto del ejemplo 3A (10,15 g, 26,68 mmol) en metanol
p.a. (100 mi). Se hace pasar argdn con una canula durante aproximadamente 5
min, después se afiade ftriflato de (+)-1,2-bis-[(2S,5S)dietilfosfolanc]-
benceno(ciclooctadien)rodio (1) (289 mg, 400 umol, 0,015 equivalentes) Se hidro-
gena durante 12 h a 400 kPa de presion de hidrégeno y a TA. Después, se filtra a
través de tierra de diatomeas (metanol) y se concentra el eluido. Se purifica por
cromatografla el producto bruto (gel de sllice, eluyente: toluenc/acetato de etilo
5:1). Se obtienen 9,9 g (97% d. t.) del compuesto del titulo.

[a]®®ne = —24° (¢ = 0,093 en metanol).

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): Tr = 4,50 min.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 9): Tr = 4,48 min.

'H-RMN (400 MHz, dg-DMSO): & = 2,99 (dd, J= 3,5, 11,0 Hz, 1H, B-CH),
3,22 (dd, J= 3,5, 11,0 Hz, 1H, B-CH), 3,86 (s, 3H, OMe), 4,40 (m, 1H, a-CH), 4,97
(s, 2H, CHy), 7,23 (m, 2H), 7,208-7,33 (m, 3H), 7,83 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 7,93-7,98
(m, 2H), 8,65 (s, 1H, NH).

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 2,40 min; EM {ESlpos.): m/z (%) = 383 (100)
M + HI"; EM (ESIneg.): m/z (%) = 273 (100), 381 (50) [M - HT".

EM-AR-TOF (procedimiento 1): C1aH1gN2O4F3 [M + H]" calc. 383,1219, enc.
383,1223.

Ejemplo 5A

Ester metllico de 3-(8-trifluorometilpiridin-3-il)-L-alanina
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Se disuelve el compuesto del ejemplo 4A (9,90 g, 25,89 mmol) en metanol
(100 ml). Se hace pasar argén con una canuia durante aproximadamente 5 min,
después se afiade Pd sobre carbono (al 10%, 990 mg). Se hidrogena durante 12 h
a 400 kPa de presidon de hidrogeno y TA. Después, se filtra a través de tierra de
diatomeas, se concentra y se seca a vaclo de bomba de aceite. Rendimiento:
5,8 g (90% d. t.) del compuesto.

{a]'®8ne = +3° (c = 0,188 en metanol).

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8). Tg = 3,34 min.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 9): Tr = 3,22 min.

IR vmax (NaCl, cm™): 3415, 1734, 1339, 1136, 1087.

'H-RMN (500 MHz, ds-DMSO): & = 2,85 (dd, J= 5,5, 13,5 Hz, 1H, B-CH),
3.01 (dd, J= 5,5, 13,5 Hz, 1H, B-CH), 3,61 (s, 3H, OMe), 3,63-3,89 (m, 1H, a-CH),
7.82(d, J=7,5 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,61 (s, 1H).

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 1,74 min; EM (ESlpos.): m/z (%) = 249 (100)
[M + HT".

EM-AR-TOF (procedimiento 1). Cy2HisN3OzF;3 [M + CHiCN + HJ' calc.
260,1118, enc. 290,1122.

Ejemplo 8A

Ester metilico de N-(terc-butoxicarbonit)-3-(terc-butil)-p-alanil-3-(6-
trifluorometilpiridin-3-il)-L-alanina
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Se afaden lentamente a -30°C N-metilmorfolina (12,92 g, 14,04 mmol, 5
equivalentes) y HATU (9,71 g, 25,54 mmo!, 1 equivalente) a una solucion del com-
puesto del sjemplo 5A (6,34 g, 25,54 mmol) y N-(terc-butoxicarbonil)-3-ferc-butil-
p-alanina (6,27 g, 25,54 mmol, 1,0 equivalente) en DMF secada (240 ml). Se ca-
lienta lentamente la mezcia de reaccion (aprox. 3 h) a TA, observandose una re-
accién completa mediante HPLC (procedimiento 9). Se aflade dihidrogenofosfato
de potasio (34,76 g, 255,44 mmol, 10 equivalentes) y se agita la mezcla de reac-
ciéon durante 20 min, a continuacion se filtra, se diluye con acetato de efilo y se
lava con una solucién acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio (10 mi).
Se seca la fase orgdnica mediante sulfato de sodio, se filtra y se concentra. Se
purifica el producto bruto mediante cromatografia ultrarrapida (gel de silice, gra-
diente de ciclohexano/acetato de etilo 10:1 a 2:1), obteniéndose 9,74 g (73% d. t.)
del compuesto del titulo.

[a]'®% = +7,0° (¢ = 0,044 en metanol).

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): Tr = 4,89 min.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 9): Tg = 4,75 min.

IR vmex (NaCl, cm™): 2059, 1742, 1655, 1520, 1336, 1160, 1136, 1087,
1050, 1027.

'H-RMN (500 MHz, ds-DMSO): & = 0,74 (s, 9H, tBu), 0,97-1,00 (m, 1H,
B-CH2), 1,20-1,25 (m, 1H, 8-CH2), 1,35 (s, 9H, OtBu), 2,99-3,05 (m, 1H, B-CH2),
3,23-3,26 {m, 1H, B-CH2), 3,66 (s, IH, OMe), 3,94 (m, 1H, a-CH), 4,60 (m, 1H,
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a-CH), 6,82 (d, J= 8,5Hz, 1H, NH), 7,78 (d, J= 8,0 Hz, 1H, PirH), 7,94 (¢, J=
8.0 Hz, 1H, PirH), 8,34 (d, J= 8,5 Hz, 1H, NH), 8,64 (s, 1H, PirH).
EM-CL(procedimiento 7): Ta = 2,67 min; EM (ESlpos.): m/z (%) = 4786 (100),
[M + HJ*; EM (ESlneg.): m/z (%) = 400 (80), 474 (40) [M — HJ".
EM-AR-TOF (procedimiento 1): Ca2H33N3OsF3 [M + H]* calc. 476,2372, enc.
476,2364.

Eijemplo 7A
N-terc-Butoxicarbonil-3-terc-butil-p-alanil-3-(6-trifluorometilpiridin-3-il)-L-alanina
H,C CH,
D o
I-\If o }OH
H,C ﬁ
H,C CH, -
\-N
F,C

Se afiade a —20°C una solucién de hidréxido de litio hidratado (1,16 g, 2,5
equivalentes, 48,37 mmol} en agua (20 ml) a una solucién del compuesto del
ejempio 6A (8,2 g, 1,0 equivalentes, 19,35 mmol) en THF (360 ml) y agua (100
ml). Se calienta la mezcla de reacciéon (aprox. 1,5 h) a +15°C, observdndose una
reaccion completa mediante HPLC (procedimiento 9). Para el procesamiento, se
afiade dihidrogenofosfato de potasio (26,33 g, 10 equivalentes, 193,5 mmol)
{(aprox. pH 7). Se filtra ia mezcla de reaccién y se concentra a vaclo. Se purifica el
producto bruto mediante cromatografia sobre gel {procedimiento 10, fase movii
metanol/acetona 4.1), obteniéndose 4,72 g (53% d. t.) de producto.

[a]°ne = +51,3° (¢ = 0,402 en metanol).

HPLC/AJV-Vis (procedimiento 8): Tr = 4,63 min.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 9): T = 4,55 min.
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IR vmax (NaCl, cm™): 3305, 2959, 1663, 15189, 1336, 1173, 1134, 1086.

'H-RMN (500 MHz, dg-DMSO): d = 0,77 (s, 8H, tBu), 1,06-1,13 (m, 1H,
B-CH2), 1,23-1,26 (m, 1H, B-CH2}, 1,34 (s, 9H, OtBu), 3,01 (s, J = 11,0 Hz, 1H,
B-CH2), 3,23 (d a, J = 11,0 Hz, 1H, B-CH2), 3,94 (1, J = 8,0 Hz, 1H, a-CH), 4,42 (s

s a, 1H, a-CH), 6,80 (d, J= 8,5 Hz, 1H, NH), 7,74 (d, J= 7,5 Hz, 1H, PirH), 7,86 (d,

J =175 Hz, 1H, PirH), 8,00 (s a, 1H, NH), 8,56 (s, 1H, PirH).

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 2,42 min; EM (ESlpos.): m/z (%) = 408 (100),
462 (85) [M + HI'; EM (ESIneg.): m/z (%) = 480 (100) [M - HJ".

EM-AR-TOF (procedimiento 1): C21H31N3OsF3 [M + H]* calc. 462,2218, enc.
10 462,2203.

Eiemplo 8A
Trifluoroacetato de N-terc-butoxicarbonil-3-terc-butil-p-alanil-3-(6-

triflucrometilpiridin-3-il)-L-alanil-des-( 1-b-leucil-2-L-leucil)lisobactina

H,C.__CH,
o C
HN j’
HC N
HE b, -

15 F,C

Se afaden lentamente a -30°C N-metiimorfolina (2,77 g, 3,01 mi, 5 equiva-
lentes, 27,38 mmol) y HATU (4,37 g, 2,1 equivalentes, 11,50 mmol) a una solucion
del compuesto del ejemplo 2A (7,00 g, 1,0 equivalentes, 5,48 mmol) y el sjemplo
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7A (3,03 g. 1,2 equivalentes, 6,57 mmol) en DMF secada (119 ml). Se calienta
ientamente la mezcla de reaccién (aprox. 1 h) a TA, observandose una reaccién
completa mediante HPLC/UV-Vis (procedimiento 8). Se inactiva la reaccién con
dihidrogenofosfato de potasio (7,45 g, 10,0 equivalentes, 54,76 mmol). Se purifica
la mezcla de reaccidon mediante cromatografia sobre gel (procedimiento 10, fase
movil metanol/acetona 4.1}, obteniéndose 12,63 g (cuant.) de producto.

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): Tr = 4,78 min.

HPLC/UV-Vis {procedimiento 8): T = 4,35 min.

EM-Ci (procedimiento 7): Tr = 2,28 min; EM (ESlpos.): m/z (%) = 697 (100)
M + 2H]**, 1493 (15) [M + H]"; MS (ESIneg.): m/z (%) = 745 (100) [M — 2H)%, 1491
(5) M -HT".

EM-AR-TOF (procedimiento 1): Ce7H10sN1sO1sFs [M + H]® calc, 1493,7616,
enc. 1483,7594.

Elemplo 9A y ejemplo 10A
(25)-N-(terc-Butoxicarbonil)-3-(trimetilsilil)alanina y (2R)-N-(terc-butoxicarbonil)-3-
(trimetilsilil)alanina

Se realiza la sintesis segin M. Merget, K. GOnther, M. Bemd, E. Ginther,
R. Tacke, J. Organomet. Chem. 2001 628, 183-184. Se realiza la separacion de
los enantiomeros mediante HPLC preparativa en fase quiral: HPLC Gilson Abimed:
columna: Daicel Chiralpak AD-H § pm; 250 x 20 mm; eluyente A: iso-hexano, elu-
yente B: 0,2% de é&cido acético /1% de agua/2-propanol; isocratico; flujo:
15 mi/min; detector UV a 212 nm. La asignacién de los isdmeros se realiza me-
diante HPLC comparativa con una muestra auténtica de N-{terc-butoxicarbonil)-L-
3-trimetilsililalanina (compuesto 2R, Mercachem AMR 39.260).

Ejemplo 8A

N-(terc-Butoxicarbonil)-D-3-trimetilsililalanina (compuesto 2S)
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HPLC quiral {procedimiento 15): Tr = 4,16 min, e.e. > 89%.

[a)o® = +1,1 (c = 0,83 en metanol).

5 Elemplo 10A

N-(terc-Butoxicarbonil)-L-3-trimetilsililalanina (compuesto 2R)

HPLC quiral (procedimiento 15); Tr = 9,27 min, e.e. > 89%.
falo® = —1,8 (c = 0,66 en metanol).
10
Ejemplo 11A
N-{terc-Butoxicarbonil)-3-(piridin-3-if)-L-alaninato de metilo
CH,
Hac74 0

L d o 0
3 HNvLo’cHS
Ol
o
N

La preparacién se realiza analogamente a B. Neises, W. Steglich, Org.
15 Synth. 1985, 63, 183-187.
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Se disuelve (2S5)-N-(ferc-butoxicarbonil)-3-(piridin-3-il)alanina (25,00 g,
93,88 mmol) en 300 mi de diclorometano en atmésfera de argén. Se afladen me-
tanol (11,4 ml, 9,02 g, 281 mmol, 3 equivalentes) y un granulo de DMAP. Después,
se enfria la mezcla a 0°C y se afiade EDC (18,80 g, 103 mmol, 1,1 equivalentes).
5 Después de 5 min, se sapara el bafio de hielo y se deja agitar durante 1 h a TA.
Después, se concentra a vacio, se mezcla el residuo con acetato de etilo y se es-
trae frente a una solucion saturada de hidrogenocarbonato de sodio. Se vuelve a
extraer la fase acuosa una vez con acetato de etilo, después se lavan las fases
orgénicas combinadas con acido citrico 0,5 M y a continuacién otra vez con una
10 solucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio. Se seca la fase organica sobre
sulfato de sodio, se filtra y se concentra a vaclo. Queda un aceite transparente que
cristaliza al secar a vaclo de bomba de aceite. Rendimiento: 23,80 g (80% d.t.).
HPLC/UV-Vis (procedimiento 9): Tr = 3,28 min.
EM-CL(procedimiento 7): Tr = 1,21 min, EM (ESIpos.): m/z (%) = 281 (100)
15 [M+H]"
'H-RMN (400 MHz, dg-DMSO): & = 1,30 (s, 8H), 2,86 (m, 1H), 3,04 (m, 1H),
3,63 (s, 3H), 4,22 (m, 1H), 7,28 — 7,39 {m, 2H), 7,69 (d, 1H), 8,43 (m, 2H).

Ejemplo 12A
20 Bistrifluoroacetato éster metilico de 3-(piridin-3-il)-L-alanina

o
H,N\)Lofc"'a HOTCF,

0
I =
N, HOTCFS
0

Se disuslve el compuesto del ejemplo 11A (11,8 g, 42,08 mmol) en &cido tri-
fluoroacético en diclorometano (160 mi; solucidn al 30%) y se agita durants 30 min
a TA. Después, se concentra a vaclo. Se recoge el residuo en algo de agua y se

25 liofiliza, Después, se mezcla el liofilizado con tolueno y se concentra a vacio. Fi-
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nalmente, se seca hasta peso constante a vacio de bomba de aceite. Rendimien-
to: 17,15 g (cuant.).

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): Tr = 0,88 min.

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 0,46 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 181 (100)
M+ H)".

'H-RMN (400 MHz, ds-DMSOQ): 5 = 2,79 (dd, 1H), 2,92 (dd, 1H), 3,60 (s,
3H), 3,63 (m, 1H), 7,30 (m, 1H), 7,62 (d, 1H), 8,41 (m, 2H).

Ejemplo 13A
N-(terc-Butoxicarbonil)-3-(trimetilsilil)-o-alanil-3-(piridin-3-il}-L-alaninato de metilo
H,C H
CH o ?

HCO_< o

e

Se disuelven a 0°C en DMF (188 ml) el compuesto del ejemplo 9A (10,31 g,
38,4 mmol) y el compuesto del ejempio 12A (16,10 g, 39,4 mmol, 1 equivalente).
Después, se afladen N-metilmarfolina (17,34 mi, 16,00 g, 4 equivalentes) y HATU
(22,49 g, 59,16 mmol, 1,5 equivalentes). Se agita la preparacién durante 2 horas a
TA. Se mezcla con terc-butilmetiléter y se lava con una solucién saturada de car-
bonato de sodio. Se vuelve a extraer la fase acuosa una vez con ferc-
butiimetiléter, después se lavan las fases orgdnicas combinadas con acido citrico
acuoso 1 M, asl como de nuevo con una solucién saturada de carbonato de sodio,
se soca sobre sulfato de sodio, se filtra y se concentra a vaclo. Se filtra a través de
gel de sllice (ciclohexano/acetato de etilo 2:1). Rendimiento: 14,1 g (84% d.t.).

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): T = 3,91 min.

EM-CL{procedimiento 7): T = 1,80 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 424 (100)
M+ HJ".

"H-RMN (400 MHz, dg-DMSO): & = ~0,09 (s, 8H), 0,56 - 0,75 (m, 2H), 1,47
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(e, 9H), 2,90 {(dd, 1H), 3,08 (dd, 1H), 3,82 (s, 3H), 3,98 (m, 1H), 4,49 (m, 1H), 6,68
(d, 1H), 7,28 (dd, 1H), 7,61 (m, 1H), 8,20 {(d, 1H), 8,40 (m, 2H).

Ejemplo 14A

N-(terc-Butoxicarbonil)-3-(trimetilsilil)-p-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanina

H.C
H:C><o C_H%o o 0j,,OH
H]/Ln
HC-g =
H,C” }3”: N\ r{‘

Se suspende el compuesto del ejemplo 13A (7,4 g, 17,56 mmol) en
THF/agua (6:4), se enfria a 0°C y se mezcla con hidrdxido de litioc monohidratado
(1,47 g, 35,13 mmol, 2 equivalentes). Se deja agitar a 0°C. Después de 1 hora, se
afiade otro equivalente (0,74 g) de hidréxido de litio monohidratado (0,74 g) y se
agita durante otra hora. Se separa por destilacion la mayoria del THF a vaclo, se
lava con dos porciones de metil-terc-butiléter y se ajusta después [a fase acuosa a
PH 4 mediante la adicidn de acido clitrico. Precipita un sélido. Se extrae con tres
porciones de acetato de etilo, disolviéndose el sdlido. Se secan las fases organi-
cas combinadas sobre sulfato de sodio, se fitran y se concentran. Se purifica el
producto bruto mediante cromatografia de gel (procedimiento 3, fase mévil: meta-
nol). Rendimiento: 8,67 g (83% d. t.).

HPLC/UV-Vis (procedimiento 8): Tr = 3,73 min.

EM-CL(procedimento 7). Tr = 1,88 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 410 (40)
M+ HJ".

'H-RMN (300 MHz, ds-DMSO): 5 = -0,090 (s, 8H), 0,58 — 0,75 (m, 2H), 1,35
(s, 9H), 2,90 (dd, 1H), 3,09 (dd, 1H), 3,98 (m, 1H), 4,41 (m, 1H), 8,70 (d, 1H), 7.28
(dd, 1H), 7,60 (m, 1H), 8,00 (d, 1H), 8,37 (m, 2H).

Eiemplo 15A
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Trifluoroacetato de N-(terct-butoxicarbonil)-3-(trimetilsilil)-p-alanii-3-(piridin-3-il)-L-

alanil-des-{1-p-leucil-2-L-leucil)liscbactina

HN-_ _NH,

NH
Se disueiven el compuesto del ejemplo 2A (3,00 g, 2,35 mmol) y el com-
puesto del ejemplo 14A (1,44 g, 3,52 mmol, 1,5 equivalentes) en DMF (50 mi) y se
enfria a 0°C. Después, se afiaden en primer lugar 4,7 m! (4,7 mmol, 2 equivalen-
tes) de una solucion de 4-metilmorfolina 1 M en DMF. A continuacién, se afiade
inmediatamente HATU (1,52 g, 3,89 mmol, 1,7 equivalentes) y se agita durante 15

min a 0°C. Después, se afiaden gota a gota otros 4,7 mi. (4,7 mmol, 2 equivalen-

tes) de la solucién de 4-metilmorfolina 1 M en DMF. Se agita la preparaciéon des- -

pués durante 2 h a TA. Se purifica el producto bruto mediante cromatografia sobre
gel (procedimiento 3). Se hace reaccionar mds adelante el producto sin purifica-
cion fina. Rendimiento: 3,6 g (82% d. t.).

HPLC (procedimiento 8): Tr = 3,90 min.

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 2,00 min, EM (ESipos.): m/z (%)= 721,8
(100) [M + 2 HP*; 1442,1 (5) [M + HI".
Procedimiento aternativo; Se disueiven en DMF (280 mi) el compuesto del ejem-
plo 2A (14,00 g, 10,85 mmol) y el compuesto del ejemplo 14A (5,38 g, 13,14 mmol,
1,2 equivalentes) en DMF (280 ml) y se enfria a —20°C. Después, se afiaden N-
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metiimorfolina (5,54 g, 6,02 ml, 5 equivalentes) y a continuaciéon HATU (6,66 g,
17,52 mmol, 1,6 equivalentes). Se calienta lentamente la preparacién a TA y se
agita durante una noche (aprox. 16 h). Después, se afade dihidrogenofosfato de
potasio (14,91 g, 10 equivaientes) con agitacion y se sigue agitando durante 30
minutos. Se purifica por cromatografia sobre gel el producto bruto (procedimiento
3, fase mdvil: metanol). Se hace reaccionar el producto mas adelante sin purifica-
cién fina. Rendimiento: 14,35 g (81% d. t.).

Ejemplo 16A
2,2-Dimetil-1-butanal
H 0
H,C
H,C
CH,

Se disuelve 2,2-dimetil-1-butanol (4,0 g, 39 mmol) en diclorometano (136
mi) y se mezcla con 6xido de aluminio (7,98 g, 78 mmol, 2 equivalentas) y con clo-
rocromato de piridinio (16,88 g, 78 mmol, 2 equivalentes). Se agita la preparacitn
a TA durante 1 h y después se filtra a través de una capa de gel de sllice. Se con-
centra cuidadosamente el filtrado, y se destila el residuo a presién normal (punto
de ebulliciéon: 102°C (89 kPa)). Rendimiento: 2,87 g (75% d. t.).

EM-CG (procedimiento 17): Tr = 2,21 min, EM (ESlpos.). m/z (%) = 99,9 (5)
IM]";

'H-RMN (400 MHz, CDCh) 5 0,83 (t, 3H), 1,03 (s, 6H), 1,51 (c, 2H), 9,42 (s,
1H).

Ejemplo 17A
(22)-2{[(Benciloxi)carbonillamino}-4,4-dimetilhex-2-enoato de metilo
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Hc©O NH
= O.
H,C CH,
H,C o

Se disuelven en 50 mi de THF el compuesto del ejemplo 18A (2,55 g, 25,46
mmol) y {[(benciloxi}carbonillamino}{dimetoxifosforil)acetato de metilo (8.43 g,
2548 mmol) y se enfrla a 0°C. Se aflade gota a gota NNN' N'-
tetrametilguanidina, después se agita primero durante 15 min a 0°C y a continua-
cidn durante 5 dlas a TA. Se mezcla la preparacién con aproximadamente 20 g de
gel de sllice, se concentra y se purifica por cromatografia (gel de silice Biotage
40M, ZIF-SIM, ciclohexano /acetato de etilo 87:13). Rendimiento: 1,20 g (13% d.
t.).

HPLC (procedimiento 9): Ta = 3,71 min.

EM (DCI): mv/z (%) = 323,3 (100) [M + NHg].

'H-RMN (400 MHz, CDCly): & = 0,83 (m, 3H), 1,13 (s, 6H), 1,48 (c, 2H), 3.75
(s a, 3H), 5,72 (s a, 1H), 6,58 (s a, 1H), 5,12 (s, 2H), 7,36 (m, 5H).

Ejemplo 18A
N-[(Benciloxi)carbonil]-4,4-dimetil-D-norleucinato de metilo

~CH,
H
o N
Y'Y °
o]
CHacHa

Se disuelve el compuesto del ejemplo 17A (1,2 g, producto bruto, 3,28

mmoi) en etanol p.a. (80 ml). Se hace pasar argébn con una canula durante

-
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aproximadamente 5 minutos, después se afiade triflato de (+)-1,2-bis-[(2R,5R)di-
etilfosfolano]benceno(ciclooctadien)rodio (f) (28 mg, 0,04 mmol, 0,012 equivale-
nes) y se disuelve en bafo de ultrasonidos. Se hidrogena durante 24 h a 300 kPa
de presion de hidrégeno y TA. Se concentra la preparacion y se purifica por cro-
matografia (gel de sllice Biotage 25M, ciclohexano/acetato de etilo 9:1). Rendi-
miento: 920 mg (92% d. t.).

HPLC (procedimiento 8): Tgr = 4,96 min,

EM-Cl(procedimiento 7): Tp = 2,78 min; EM (ESIpos.): m/z (%) = 308 (25)
M+ H)".

'H-RMN (400 MHz, CDCl3): 5 = 0,80 (t, 3H), 0,86 (s, 6H), 1,29 (c, 2H), 1,41
(dd, 1H), 1,73 (dd, 1H), 3,72 (s, 3H), 4,40 (m, 1H), 5,02 {(d, 1H), 5,11 (m, 2H), 7,35
(m, SH).

Ejemplo 19A
N-[(Benciloxi)carbonil)-4,4-dimetil-D-norieucina
OH
H
o N
Y Y e
o]
CH,
CHEH,

Se disueive el compuesto dei ejemplo 18A (815 mg, 2,98 mmol) en THF (12
ml). Se enfria la solucién a 0°C, después se anaden 3,7 mi (7,4 mmol, 2,5 equiva-
lentes) de una solucion de hidréxido de litio hidratado 2 M en agua y se agita fuer-
temente durante 1 h. A continuacion, se afiade gota a gota acido citrico (1 M) has-
ta reaccién 4cida y se extrae la mezcla con acetato de etilo. Se seca el extracto

organico sobre sulfato de sodio, se concentra y se purifica por cromatografia (pro-
cedimiento 16). Rendimiento: 434 mg (50% d. t.).

HPLC (procedimiento 8): Tk = 4,54 min.
EM-CL(procedimiento 7): Tr = 2,44 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 294 (20)

o
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M+ HJ"

'H-RMN (400 MHz, de-DMSO): & = 0,80 (t, 3H), 0,83 (s, 6H), 1,21 (c, 2H),
1,53 (dd, 1H), 1,80 (dd, 1H), 3,99 (m, 1H), 5,02 (s, 2H), 7,35 (m, 5H), 7,58 (d, 2H),
12,52 (s a, 1H).

Ejemplo 20A
N-{(Benciloxi)carbonil}-4,4-dimetil-0-norleucil-3-(piridin-3-if)-L-alaninato de metilo

0~ "NH H o]
NN
0
S
HS%SC CH | =
3 N

Se disuelven en DMF (5 ml) a 0°C el compuesto dei ejemplo 19A (430 mg,
1,47 mmol) y el compuesto del ejemplo 12A (808 mg, 1,47 mmol, 1 equivalente),
después se afiaden 4-metiimorfolina (844 pi, 5,86 mmol, 4 equivalentes) y HATU
(836 mg, 2,20 mmol, 1,5 equivalentes). Se agita la preparaciéon durante 3 horas a
TA. Se mezcla con acetato de etilo y se lava con una solucidn saturada de hidro-
genocarbonato de sodio. Se exirae la fase acuosa una vez con acetato de etilo,
después se lavan {as fases orgénicas combinadas con acido cltrico acuoso 1 M,
asl como otra vez con una solucién acuosa de hidrogenocarbonato de sodio, se
secan sobre suifato de sodio, se filtran y se concentran a vaclio. Se purifica por
cromatografia el residuc (procedimiento 16). Rendimiento: 496 mg (74% d. t.).

HPLC (procedimiento 9): Tr = 3,94 min.

EM-CL(procedimiento 7): Ta = 1,85 min; EM (ESIpos.): m/z (%) = 456 (100)
M + HJ".

'H-RMN (300 MHz, de-DMSO}): 5 = 0,80 (m, 9H), 1,10 (m, 3H), 1,30 (dd,
1H), 2,91 (dd, 1H), 3,12 (dd, 1H), 3,30 (s, 3H), 4,02 {m, 1H), 4,51 (m, 1H), 5,01 (d,
1H), 5,08 (d, 1H), 7,22 (dd, 1H), 7.30 {m, 5H), 7,83 (m, 1H), 8,40 (m, 2H).
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Ejemplo 21A
N-[(Benciloxi)carbonil]-4,4-dimetil-D-norleucil-3-(piridin-3-il)-L-alanina
0
OH
3c

3

Se disuelve en THF (5 ml) el compuesto del ejemplo 20A (490 mg, 1,08
mmol). Se enfria la solucién a 0°C, después se afiaden 1,35 ml (2,7 mmol, 2,5
equivalentes) de una solucién de hidréxido de litio monohidratado 2 M en agua y
se agita fuertemente durante 1 h. Después, se aflade gota a gota acido citrico (1 M
en agua) hasta reaccién acida y se extrae la mezcla con acetato de etilo. Se seca
el extracto orgénico sobre sulfato de sodio y se concentra. Rendimiento: 484 mg
(cuant.).

HPLC (procedimiento 8): Tr = 3,76 min.

EM-CL(procedimiento 7). Tr = 1,88 min, EM (ESIpos.}. m/z (%) = 442 (100)
[M + HJ".

'H-RMN (400 MHz, ds-DMSO): & = 0,70 (m, 9H), 1,14 (m, 3H), 1,30 (dd,
1H), 2,64 (d, 1H), 2,75 (d, 1H), 2,89 (dd, 1H), 3,11 (dd, 1H), 4,03 (m, 1H), 4,45 (m,

1H), 4,88 (d, 1H), 5,05 (d, 1H), 7,22 (dd, 1H), 7,30 {m, 5H), 7,81 (m, 1H), 8,40 (m,
2H).

Ejemplo 22A
Trifluoroacetato de N-[(benciloxi)carbonil]-4,4-dimetil-b-norleucil-3-(piridin-3-i)-L-

alanil-des-(1-p-leucil-2-L-leucil)lisobactina
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o=, "
) CH,
O NH
HO.__CF,
N T
.‘\(CHS

CH, HN<__NH,

NH

Se disueiven en DMF (4 m!) el compuesto dei ejempio 2A (0,28 g, 0,22
mmol) y el compuesto del ejemplo 21A (148 mg, 0,33 mmol, 1,5 equivalentes) y se
enfria a 0°C. Después, se afiaden en primer lugar 0,47 ml (0,44 mmol, 2 equiva-
lentes) de una solucion de N-metiimorfolina 1 M en DMF. A continuacién, se afa-
den inmediatamente HATU (141 mg, 0,37 mmol, 1,7 equivalentes) y se agita du-
rante 15 min a 0°C. Después, se aftaden gota a gota otros 0,44 mi (0,47 mmol, 2
equivalentes) de la solucién de 4-metilmorfolina 1 M en DMF. Se agita después la
preparacion durante una noche a TA. Se purifica la preparacién en Sephadex LH
20 (procedimiento 3, fase mdvil: metanol). Se purifica el producto bruto mediante
HPLC preparativa (procedimiento 13). Rendimento: 149 mg (43% d. t.).

HPLC (procedimiento 8): Tr = 3,93 min.

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 2,13 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 7374
(100) [M + 2H]*, 1473 (2) [M + H] .

Eiempios de realizacién

Ejemplo 1

Bistrifluoroacetato de 3-ferc-butil-p-alanil-3-(6-trifluorometilpiridin-3-if)-L-alanil-des-
{1-o-leucil-2-L-leucil)lisobactina
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N\ '{‘ CH, HN

NH,
FiC T,

NH

Se afiade lentamente acido trifiuoroacético (150 ml) a una solucidon del
compuesto del ejemplo 8A (10,3 g, 1,0 equivalentes, 4,48 mmol, producto bruto)
en diclorometanc (150 ml) a TA. Se agita la mezcla de reacciéon a TA (10 min),
observédndose una reaccion completa mediante HPLC (procedimiento 8). Se con-
centra la mezcla de reaccién en rotavapor y se purifica mediante HPLC preparati-
va (procedimiento 11), obteniéndose 3,48 g (46% d. t.) de producto.

HPLCAJV-Vis (procedimiento 8): Tr = 4,03 min.

HPLC/UV-Vis (procedimiento B): Tr = 3,64 min.

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 1,69 min; EM (ESlpos.). m/z (%) = 697 (100)
[M + 2H}**, 13983 (5) M + H]"; EM (ESIneg.): m/z (%) = 895 (100) [M - 2H}*", 1391
(20) M —~HJ".

""F.RMN (400 MHz, ds-piridina): 8 = —87 (Ar-CF3), —74 (CF;COOH), 132
(1.4-dibromotetrafluorobenceno como referencia). Contenido de TFA: 14,3% en
peso.

EM-AR (procedimiento 1) CezHgeN1sO17F3 [M + HI" calc. 1393,7091, enc.
1393,7119.
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Ejemplo 2
Tristrifluoroacetato de 3-(trimetilsilil)-D-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-b-leucil-

2-L-leucil)lisobactina

9]
NH,
(14 H
HO* N
11 H
HO.__CF, N Y ONH HO__CF,
N (¢ ),. CH, \n/
0] H (o)
N
o= [
o ' CH,
HN Q H
Hac\ HN\)\ N HOTCFs
H,Cc— P cHy  Hop, |
H,C \(
CH,  HN___NH,
NH
5 Se suspende el compuesto del ejemplo 15A (9,12 g, 4,93 mmol, producto

bruto) en acido triflucroacético en diclorometano (65 ml, solucion al 30%). Se agita
la preparacion a TA durante 20 min. Se separa por destilacion el disolvente. Se
seca el residuo a vaclo de bomba de aceite y después se purifica por cromatogra-
fla (procedimiento 14). Rendimiento: 5,54 g (67% d. t.) HPLC (procedimiento

10 8): Tp= 3,32 min.

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 1,41 min, EM (ESlpos_.): m/z (%)= 671,7
(100) M + 2 HP*.

EM-AR-TOF (procedimiento 1): CaoHgyN1s07Si {M + H]* calc. 1341,6987,
enc. 1341,7019.

15 'H-RMN (500 MHz, ds-piridina): & = 0,172 (s. 9H), 0,611 (d, J = 6,9 Hz,
3H), 0,881 {d, J = 7,9 Hz, 3H), 0,648 (d, J = 6,3 Hz, 3H), 0,954 - 0,997 (m, 6H),
1,135 (d, J = 6,0 Hz, 3H), 1,208 (m, 2H), 1,361 (d, J = 5,4 Hz, 3H), 1,438 (m, 1H),
1,497 (m, 1H), 1,953 (m, 2H), 2,04 (m, 1H), 2,154 (m, 3H), 2,372 (m, 3H), 3,111

Vs
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(m, 1H), 3,266 (m, 1H), 3,563 (d, J= 14,95 Hz, 1H), 3,726 (dd, J = 12,2, 14,05 Hz,
1H), 3,840 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 3,960 (m, 1H), 4,152 (m, 1H), 4,198 (m, 1H), 4,278
(m, 1H), 4,382 (m, 1H), 4,488 (m, 1H), 4,565 (dd, J = 8,5, 9,6 Hz, 1H), 4,628 (m,
1H), 4,630 (m, 1H), 4,779 (d, J= 12,2Hz, 1H), 5,089 (m, 1H), 5,150 (dd, J =
9,3 Hz, 1H), 5,264 (m, 1H), 5,362 (s, 1H), 5,98 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 6,351 {dd, J =
8,5 Hz, J = 8,7 Hz, 1H), 7,160 (m, 1H), 7,246 (m, 1H), 7,382 (d, J = 9,9 Hz, 1H),
7.512 (m, 2H), 7,583 — 7,614 (m, 2H), 7,728 (m, 2H), 7.90 (d, J = 8,7 Hz, 1H),
8,126 (m, 3H), 8,341 (m, 1H), 8,576 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 8,895 (m, 2H), 8,793 (m,
1H), 9,139 (s a, 1H), 9,715 (m, 1H), 10,857 (s a, 1H), 11,268 (s a, 1H).

3C-RMN (126 MHz, dgpiridina): & = —1,8, 11,08, 15,84, 18,8, 18,8, 19,79,
20,89, 20,93, 21,85, 23,38, 24,78, 26,57, 26,88, 28,80, 31,04, 34,06, 36,84, 40,95,
41,25, 44,38, 50,94, 52,82, 55,99, 56,10, 56,74, 58,40, 59,10, 60,34, 60,72, 62,33,
62,55, 70,72, 72,08, 75,58, 75,85, 123,66, 128,25, 128,95, 129,80, 132,30, 138,77,
137,18, 149,17, 158,11, 162,15, 162,41, 162,70, 162,96, 169,01, 169,69, 170,21,
172,57, 173,27, 173,44, 173,66, 174,07, 174,36, 175,34, 175,56.

"®F.-RMN (400 MHz, dspiridina); & = -74 (CFsCOOH), —132 (1,4-
dibromotetrafluorobenceno como referencia). Contenido de TFA: 19,3% en peso.

La estructura se confirma mediante un anélisis de estructura de rayos X de
monocristal,

Ejlempio 3

Trismetanosulfonato de  3-(trimetilsilil)-p-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-o-
leucii-2-L-eucil)lisobactina

@
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CH,
o

0=?=0
o""-H

TNHZ

NH

Se disuelve tristrifluoroacetato de 3-(trimetilsilil)}-p-alanil-3-(piridin~3-il)-1-

HN

alanil-des-(1-D-leucil-2-L-leucil)lisobactina (447 mg, 0,27 mmol) en 22 m! de agua.
Se afiade &cido metanosulfonico (al 70%). Se agita fuertemente la preparacion y
después se liofiliza. Se recoge el liofilizado con agua (3,4 ml) y se aflade una solu-
cién de metanosulfonato de sodio al 70% (0,9 ml). Se agita durante 10 min a TA.
Después, se centrifuga el producto. Se obtienen 472 mg de producto bruto.

Se suspenden en agua (5 ml) productos brutos reunidos de varias prepara-
ciones (en total 1053 mg, 0,63 mmol) y se agita a TA durante 4 dias. Se centrifuga
de nuevo y se seca el sdlido obtenido a vaclio. Se obtienen 575 mg (55% d. t.) del
producto.

HPLC (procedimiento 9): Tr = 3,30 min.

EM-Cl(procedimiento 7). Tr = 1,48 min, EM (ESipos.): m/z (%) = 671,8
{(100) [M + 2 H}** 1342,1 (5) [M + H".

'H-RMN (500 MHz, ds-piridina): 8 = -0,170 (s, 9H}, 0,702 (d, J = 6,3 Hz,
3H), 0.867 (d, J = 6,1 Hz, 3H), 0,872 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 0,966 - 1,069 (m, 8H),
1,186 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,315 (m, 2H), 1,448 — 1,501 (m, 8H), 2,010 (m, 1H) ,
2,084 (m, 3H), 2,180 - 2,365 (m, 4H), 2,540 (m, 1H), 3,082 (s, 8H), 3,168 (m, 1H),
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3,325 (m, 1H), 3,623 (d, J= 14,05 Hz, 1H), 3,865 (dd, J= 13,7, 14,06 Hz, 1H),
3,967 ~ 3,988 (m, 2H), 4,257 (m, 1H), 4,339 (m, 2H), 4,410 (m, 1H), 4,566 (m, 1H),
4,591 - 4,688 {m, 2H), 4,75 (d, 1 H, J = 12,1 Hz, 1H), 4,859 (m, 1H), 5,086 (m,
1H), 5,228 {m, 1H), 5,348 (m, 1H), 5,375 (s, 1H) 8,02 (d, 4 = 10,0 Hz, 1H), 6,403
(m, 1H), 7,088 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 7,222 (m, 3H), 7,544 (m, 3H), 7,625 (m, 1H),
7,681 (m, 1H), 7,830 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7,921 (d, J = 9,35 Hz, 1H), 8,071 (m, 2H),
8,188 (s a, 1H), 8,285 (s a, 1H), 8,420 (d, /= 84 Hz, 1H), 8,614 (d, J = 4,0 Hz,
1H), 8,701 (m, 1H), 8,874 (s a, 1H), 10,175 (m, 1H), 10,279 (m, 1H), 10,941 (s a,
1H).

YF_.RMN (piridina, 400 MHz, procedimiento 24): § —74.0 (s, TFA, 0,20), -
132,0 (s, 1,4-dibromotetrafluorobenceno, 1000,0), TFA = 0,02% en peso.
Procedimiento_altemativo: Se empaquetan 32 g de Dowex 1X8-400 (en forma de
HCI) en una columna (35 mm de diametro). Se afiaden aproximadamente 60 ml de
solucioén de hidroxido de sodio 1 M a la columna, seguidos de 60 mi de agua de
HPLC. Después, se acondiciona con 680 mi de acido metanosulfénico 1 M y a con-
tinuacién se lava con aproximadamente 100 ml de agua hasta reaccién neutra del
eluido (Macherey & Nagel Tritest). Después, se disuelven 2,00 g (1,19 mmol) de
tristrifluoroacetato de 3-(trimetilsiiil)-b-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-bd-leucil-2-
L-leucil})iisobactina (ejemplo 2) en 90 ml de agua, se afiade la solucién y se eluye
lentamente. Se lava la columna con aproximadamente 20 mi de agua. Se combi-
nan los eluidos que contienen producto, se someten a filtracién fina (tamafio de
poro 0,20 ym) y se liofilizan. Se acondiciona de nuevo la columna y se vuelve a

usar. Se obtienen 1,78 g {1,10 mmol, 92% d. t.) del ejemplo 3 a partir de 2000 mg
(1.19 mmol) del ejemplo 2.

Ejemplo 4
Tristrifluoroaceato de 4,4-dimetil-D-norleucil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-p-leucil-2-

t-leucil)lisobactina
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NH
Se disuelve el compuesto del ejempio 22A (148 mg, 0,08 mmol) en metanol
que contiene 0,05% de acido trifluoroacético (10 ml). Se afiade paladio sobre car-
bono activo (al 10%; 20 mg), después se hidrogena un total de 2,5 h a TA y pre-
5 sién nomal con hidrégeno, Se separa por filtracién el producto bruto del cataliza-
dor y se concentra el fitrado. Se purifica por cromatografia el residuo (procedi-
miento 13). Rendimiento: 68 mg (46% d. t.).
HPLC (procedimiento 8): Tr = 3,29 min.
EM-CL(procedimiento 7). Tg = 1,49 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 871,0
10 (100) [M +2H]**, 1340 (5) [M + H] .
EM-AR-TOF (procedimiento 1): CaaHgsN1047 [M + HJ' calc. 1339,7369, enc.
1338,7388.

Elemplo § (ejemplo comparativo)
15  Tristrifluoroacetato de 3-terc-butil-D-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-b-leucil-
2-L-leucil)lisobactina
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Elemplo 6
Trisclorhidrato de  (trimetilsilil)-D-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-{ 1-D-leucil-2-.~

leucil)lisobactina

H,C,

x 3 HCI NH

Se empaquetan 32 g de Dowex 1X8-400 (en forma de HCI) en una columna

s
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(35 mm de diametro). Se afiaden aproximadamente 60 mi de solucién de hidroxido
de sodio 1 M a la columna, seguidos de 60 m! de agua de HPLC. Después, se
acondiciona con 80 mi de acido clorhidrico 1 M y a continuacién se lava con
aproximadamente 100 ml de agua hasta reaccion neutra del eluido. (Macherey &
Nagel Tritest). Después, se disuelven 2,00 g (1,19 mmol) de tﬁstriﬂl._loroaoetato de
3-(trimetilsilif)-p-alanil-3-(piridin-3-il)}-L-alanil-des-( 1-D-leucil-2-L-leucil)lisobactina
(ejemplo 2) en 80 ml de agua, se afiade la solucién y se eluye lentamente. Se lava
la columna con aproximadamente 20 mi de agua. Se purifican los eluidos que con-
tienen producto, se someten a filtracion fina (tamafio de poro 0,20 um) y se liofili-
zan. Se acondiciona de nuevo la columna y se vuelve a usar. Se obtienen 1,54 g
{1,08 mmol, 89% d. t.) del ejemplo 8 a partir de 2.000 mg (1,19 mmol) del ejemplo
2,

HPLC {procedimiento 8): Tr = 3,30 min.

EM-CL(procedimiento 7): Ts = 1,47 min, EM (ESlpos.). m/z (%)= 6871,5
(100) [M+2 HJ**, 1341,4 (20), [M+HT".

Cromatografia ibnica (procedimiento 25): CI' (calc.) = 7,43 %, Cl"enc. = 7,1
%: TFA (enc.) < 0,1 %.

"H-RMN (500 MHz, ds-piridina) & = -0,170 (s, 8H), 0,580 (d, J = 8,3 Hz, 3H),
0,772 (d, J = 5,7 Hz, 3H), 0,820 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 0,974 — 0,985 (m, 6H), 1,147
(d. J = 6,4 Hz, 3H), 1,250 — 1,368 (m, 2H), 1,411 (d, J = 5,7 Hz, 3H), 1,468 (m,
1H), 1,604 (m, 1H), 1,959 — 2,048 (m, 3H), 2,154 ~ 2,228 (m, 3H), 2,380 (m, 3H),
2,935 (m, 1H), 3,120 (m, 1H), 3,300 (m, 1H), 3,607 (d, J= 14,9 Hz, 1H), 3,762 (dd,
J= 14,7 Hz, 1H), 3,882 (d, / = 8,1 Hz, 1H), 3,938 (m, 1H), 4,204 (m, 1H), 4,253 (m,
1H), 4,389 (m, 1H), 4,485 (m, 1H), 4,580 — 4,881 (m, 4H), 4,806 (d, J= 12,1 Hz,
1H), 5,027 (m, 1H), 5,202 (dd, /= 9,4 Hz, 1H), 5,289 (m, 1H), 5,380 (s, 1H), 8,000
(d. J = 9,5 Hz, 1H), 6,394 (dd, J= 8,0 Hz, 1H), 7,173 (m, 2H), 7,428 (m, 1H), 7,54
(d. J=7,0 Hz, 1H), 7,684 — 7,973 (m, 3H), 7.767 (d, J = 8,6, 1H), 7,918 ~ 7,973 (m,
3H), 8,038 (s a, 2H), 8,088 (s a, 1H), 8,185 (s a, 1H), 8,253 (d, J = 8,6 Hz, 1H),
8,582 (m, 1H), 8,684 (d, J = 8,8 Hz, 1H), B,741 (s a, 1H), 8,782 (m, 1H), 9,928 (s a,
1H), 10,272 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 10,886 (s a, 1H), 11,135 {s a, 1H).
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18_RMN (piridina, 400 MHz, procedimiento 24): TFA < limite de determina-

cién.

Elemplo 7
Tris-L-lactato de (trimetilsilil)-0-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-0-leucil-2-.-

leucil)lisobactina

Se empaquetan 32 g de Dowex 1X8-400 (en forma de HCI) en una columna
(35 mm de didmetro). Se afladen aproximadamente 60 ml de solucidn de hidréxido
de sodio 1 M a la columna, seguidos de 60 mi de agua de HPLC. Después, se
acondiciona con 60 m! de acido lactico 1 M y a continuacion se lava con aproxi-
madamente 100 ml de agua hasta reaccion neutra de! eluido. (Macherey & Nagel
Tritest). Después se disuelven 2,00 g (1,19 mmol} de tristrifluoroacetato de 3-
(trimetilsilil)-D-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-D-leucil-2-L-leucil)lisobactina
(Ejemplo 2) en 80 mi de agua, se afiade la solucién y se eluye lentaments. Se lava

la columna con aproximadamente 20 mi de agua. Se purifican los eluidos que con-

\\%
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tienen producto, se someten a filtracion fina (tamafio de poro 0,20 ym) y se liofili-
zan. Se acondiciona de nuevo ia columna y se vueive a usar. Se obtienen 1803
mg (1,18 mmol, 98% d. t.) del ejemplo 7 a partir de 2000 mg (1,18 mmol) del
ejemplo 2.

HPLC (procedimiento 8): Tr = 3,29 min.

EM-CL(procedimiento 7): Tr = 1,38 min, EM (ESipos.): m/z (%) = 8717
(100) [M+2 HJ**, 13418 (20), [M+H]".

H-RMN (500 MHz, ds-piridina): & = —0,170 (s, 9H), 0,754 (d, J = 6,3 Hz,
3H), 0,836 (d, J = 6,1 Hz, 3H), 0,822 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 0,922 - 0,857 (m, 6H),
1,054 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 1,180 {m, 2H), 1,416 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 1,439 - 1,662
(m, 4H), 1,529 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 1,588 (d, J = 6,5 Hz, 3H), 1,669 (d, J = 6,9 Hz,
3H), 1,923 - 2,280 {m; 9H), 3,057 (m, 1H), 3,266 (m, 1H), 3,564 (d, J= 14,5 Hz,
1H), 3,761 (dd, J= 13,7 Hz, 1H), 3,840 (m, 1H), 4,049 (m, 1H), 4,108 (m, 1H),
4,164 (m, 1H), 4,202 (m, 1H), 4,410 {m, 1H), 4,484 (m, 1H), 4,616 (dd, J = 6,7,
13,6 Hz, 1H), 4,856 {m, 1H), 4669 (dd, J = 7,0, 13,8 Hz, 1H), 4,780 (d, J=
13,0 Hz, 1H), 4,921 (m, 1H), 5,144 (dd, J= 9,8 Hz, 1H), 5,281 (m, 1H), 5,363 -
5,428 {m, 3H), 5,362 (s, 1H), 5,989 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,323 (m, 1H), 7,122 (m,
1H), 7,180 (m, 1H), 7,381 {m, 1H), 7,586 (m, 1H), 7,671 - 7,925 (m, 6H), 8,036 (s
a, 1H), 8,208 (m, 3H), 8,412 (m, 1H), 8,551 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 8,714 (m, 2H),
8,794 (m, 1H), 10,298 (s a, 1H), 10,938 (s a, 1H).

"®F.RMN (piridina, 400 MHz, procedimiento 24): TFA < limite de determina-
cién.

Elemplo 8
Tris-D-tartrato de (trimetilsilil)-o-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-p-leucil-2-L-
leucil)lisobactina
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Acondicionamiento del intercambiador idnico: Se lavan 5 g de DOWEX 1X8
400 (sal de HCI) con lejla de sosa 1 M, hasta reaccion alcalina del efuido. Des-
pués, se lava con 2 volimenes de columna de agua y a continuacion con acido D-
tartarico 1 M, hasta reaccioén acida del eluido. Después, se {ava con agua hasta
que el eluido sea neutro (Macherey & Nagel Tritest).

Se disuelven después 100 mg (58 pmol) del ejemplo 2 en 10 mi de agua y
se aplican sobre la columna. A continuacién, se lava con varias porciones de
aproximadamente 10 mi de agua. Se disuelve el reactante sélo moderadamente y
permanece parcialmente en la columna. Se combinan las fracciones de eluido que
contienen producto y se liofilizan. Se obtienen 57 mg (31 umol, 52% d. t.) de! pro-
ducto. La integracion del espectro de 'H-RMN indica una estequiometria 1:3 para
(trimetilsilil)-n-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-o-leucil-2-L-leucil)lisobactina
acido D-tartarico.

HPLC (procedimiento 9): Tr = 3,29 min.

EM-CL(procedimiento 7). Tr = 1,37 min, EM (ESlpos.): m/z (%) = 6717
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(100) [M+2 H}?*, 1341,9 (20), [M+HJ".

'H-RMN (500 MHz, dg-piridina): & = ~0,172 (s, 9H), 0,597 (d, J = 6,3 Hz,
3H), 0,776 (d, J = 5.7 Hz, 3H), 0,924 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 0,954 - 0,987 (m, 6H),
1,173 (d, J = 5,7 Hz, 3H), 1,303 (m, 2H), 1,434 (d, J = 5,7 Hz, 3H), 1,468 (m, 1H),
1,832 (m, 1H), 1,872 (m, 2H), 2,051 (1H, m), 2,174 (m, 3H), 2,402 (m, 3H), 3,128
(m, 1H), 3,305 (m, 1H), 3,802 (d, J= 15,2 Hz, 1H), 3,799 (dd, J= 14,6 Hz, 1H),
3,803 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 3,967 (m, 1H), 4,228 (m, 1H), 4,276 (m, 1H), 4,408 (m,
1H), 4,468 (m, 1H), 4,578 — 4,668 (m, 4H), 4,781 (d, Jop = 11,5 Hz, 1H), 5,044 (m,
1H), 5,226 (dd, J= 98,4 Hz, 1H), 5,180 (m, 1H), 5,362 (s, 1H), 5,417 (s, 6H), 5,907
(d, J = 9,7 Hz, 1H), 6,403 (dd, J= 8,9 Hz, 1H), 7,182 (m, 1H), 7.561 - 8,210 (m,
13H), 8,589 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 8,711 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 8,782 (m, 2H), 9,902 (s
a, 1H), 10,358 (m, 1H), 10,882 (s a, 1H), 11,093 (s &, 1H).

(Trimetilsilil)-p-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-{ 1-D-leucil-2-L-leucil)lisobactina

0
NH,
HO"\, .. N
n Y\NHHO
= o CH
HO 0 oZ 3
0
o] CH,

H,N N
H,C, HN N
H,C—Hi :  H
: H é "\(CHa
3

Se empaqueta hidrogenocarbonato unido a poilmero PL-HCO; (Polymer

Labs, capacidad 1,8 mmol/g) en una columna. Para la reaccién de 100 mg (58

7
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pumol) del compuesto del ejemplo 2 se usan 386 mg (corresponde a 12 equivalen-
tes de hidrogenocarbonato) de la resina. Se lava la resina con piridina. Después,
se afiade una solucién del ejemplo 2 (100 mg, 59 umol) en piridina (0,75 ml) a la
columna y se eluye lentamente. Se lava la columna en primer lugar con piridina
adicional (2 ml) y después con agua (aproximadamente 2 ml). Se combinan todos
los eluidos y se concentran sin aporte de calor a vacio de bomba de aceite. Se
disuelve el residuo de tipo vitreo en algunas gotas de agua y se licofiliza inmedia-
tamente. Se obtiene el compuesto de! titulo en forma de un polvo amorfo incoloro.

HPLC (procedimiento 8): Tg = 3,30 min.

EM-CL(procedimiento 7): T = 1,49 min, EM (ESipos.): m/z (%) = 671,8
(100) [M+2 HJ**, 1341,9 (10), [M+H]', EM (ESIneg): m/z (%) = 669,9 (100) [M-2
HF¥, 1340,0 (100) M-HJ.

'SF-RMN (piridina, 400 MHz, procedimiento 24): TFA 2,9%.
Ejemplo 10

Mesilato-trifluoroacetato de  (trimetilsili)-D-alanil-3-{piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-o-
leucil-2-L-leucil)lisobactina

S
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Mediante recristalizacion det ejemplo 3 con agua impurificada con TFA a
TA, puede obtenerse el compuesto de! titulo en forma de sustancia cristalina (eva-
poracién lenta de la solucién).

EM-CL(procedimiento 8): Tr = 1,41 min, EM (ESIpos.): m/iz (%) = 671,9
(100) [M+2 HP*, 1342,1 (10), [M+H]’, EM (ESineg): m/z (%) = 6698,9 (100) [M-2
HJ*, 1340,1 (80) M-HT.

EM-AR-TOF (procedimiento 1): CgoHgzN16047Si [M + H]" calc. 1341,6982,
enc. 1341,7008.

La estructura y la forma de sal se confirman mediante analisis de estructura

de rayos X monocristalino.

B. Valoraclén de la actividad fisioldgica
La actividad /in vitro de ios compuestos segun la invencidon puede mostrarse en

los siguientes ensayos:

Determinacién de la concentracién minima Inhibidora (CMI):

Se determina la CMI en un ensayo de dilucion liquida segin las directrices
del NCCLS. Se incuban cultivos de una noche de Staphylococcus aureus 133, En-
terocococcus faecalis 27169, E. faecium 4147 y Streptococcus pneumoniae G9a
con las sustancias de ensayo descritas en una serie de dilucién 1:2. Se lieva a
cabo la determinacién de la CMI con un nimero de células de 10° gérmenes por
mi de medio isosensitest (compahia Difco, Irvine/EE.UU.) con excepcién de S.
pheumoniae, que se ensaya en caldo BHI (compafila Difco, Irvine/EE.UU.) con
suero bovino al 10% a un numero de células de 10° gérmenes por mi. Se incuban
los cultivos a 37°C durante 18-24 horas, S. pneumoniae en presencia de 10% de
COa.

Se define como CMI la concentracion de sustancia menor respectiva a la
que no aparece ya crecimiento visible de bacterias. Los valores de CMI se dan en

wg/mi.

Se reproducen los datos de actividad in vitro representativos y ios datos de
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f, para los compuestos segun la invencién en la Tabla A:
Tabla A

A L N L
lejemplo|S..aureus .[S: pneimoniae |E. fasclum  |E. faecalis . |t (rata)
133 °  |GBa . [L400 ICB 27159 |[%)
gimi]  |fugimi].. ng/mll -l[mlml]
— 0125 015 1 05123
3 05 0,125 7 0.5 =
| 0,25 0,125 = 7 8.1
5 0.5 0.5 1 1 88
§ | <0083 | <0,063 = 3 =
K 0,083 | 0,125 - q =
8 [ 0% | 015 = 2 =
TA 6.5 1,083 05 65 [ 087 |

Puede mostrarse la idoneidad de los compuestos segun la invencién para el

tratamiento de infecciones bacterianas en el siguiente modelo animal:

infeccién sistémica con Staphylocaccus aureus 133:

Se cultivan células de S. aureus 133 durante una noche en caldo BH! (com-
pafiia Oxoid, Nueva York/EE.UU.). Se diluye el cultivo de una noche 1:100 en cal-
do BHI reciente y se incuba durante 3 horas. Las células, que se encuentran en-
tonces en fase de crecimiento logaritmico, se centrifugan y se lavan dos veces con
solucion de sal comun fisioldgica tamponada. Después, se ajusta fotométricamen-
te una suspension celular en soluciéon de sal comun a una extincién de 50 unida-
des. Después de una etapa de dilucion (1:15), se mezcla esta suspension 1:1 con
un solucién de mucina al 10%. De esta solucion de infeccidn, se aplican 0,25
mi/20 g de ratén por via intraperitoneal (correspondiente a 1x10° gérmenesiraton).

La terapia se realiza por via intraperitoneal o intravenosa 30 minutos después la
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infeccion. Para el ensayo de infeccion, se usan ratones CFW1 hembra. Se registra
la supervivencia de los animales durante 6 dias.
Pueden mostrarse las propiedades de los compuestos segun la invencion

con respecto a la tolerancia renal en el siguiente modelo animal:

Modelo de ratdn para la determinacién de aefectos nefrotoxicos:

Se analizan los efectos nefrotdxicos secundarios de los nonadepsipéptidos
mediante analisis histopatoldgicos de los rifiones de ratones después de la toma
multiple de una dosificacion determinada. Para ello, se tratan 5-8 animales por via
intravenosa (i.v.) o intraperitoneal (i.p.) con sustancias que se disueiven en solu-
cién acuosa o con la adicién de solutol. Se determinan los efectos téxicos renales
mediante la valoracion con microscopla ¢ptica de cortes de parafina de los rifiones
teflidos con hematoxilina y eosina (H&E). Opcionalmente se lieva a cabo una re-
accion 'acido de Schiff- y periddico' (PAS) para una mejor representacion de las
glicoproteinas. Se establecen los efectos nefrotdxicos semicuantitativamente para
cada animal como el grado de gravedad de la basofilia tubular y degenera-
cidn/regeneracion que aparece (grados de gravedad: 0 = sin efecto; 1 = efecto
minimo; 2 = efecto ligero; 3 = efecto moderado; 4 = lesiones graves). El grado de
gravedad medio de la degeneracién/regeneracion asl como ia incidencia (niUmero
de animales afecados) se calcula por grupo de animales o derivado. Se indican
igualmente modificaciones renales adicionales como dilatacién tubular asi como

necrosis y agrupacion de material necrético.

odelo de ratas para la determinacion de efe nefrotéxicos:

Se analizan los efectos nefrotoxicos secundarios de los nonadepsipéptidos
mediante andlisis histopatoidgicos de los rifiones de ratas después de la toma mul-
tiple de una dosificacion determinada. Para ello, se tratan 5 animales diariamente
por via intravenosa (i.v.) con sustancias que se disuelven en solucién salina o so-
lucion de lactato de Ringer. Se determinan los efectos tdxicos renales mediante la

valoracion con microscopla optica de cortes de parafina de los rifilones teflidos con
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hematoxilina y eosina (H&E). Opcionalmente se lieva a cabo una reaccion 'acido
de Schiff- y periédico' (PAS) para una mejor representacién de las glicoproteinas.
Se establecen los efectos nefrotdxicos semicuantitativamente para cada animal
como el grado de gravedad de la basofilia tubular y degeneracion/regeneracion
que aparece (grados de gravedad: O = sin efecto; 1 = efecto minimo; 2 = efecto
ligero; 3 = efecto moderado, 4 = lesiones graves). El grado de gravedad medic de
la degeneracién/regeneracion asi como la incidencia (ntimero de animales afecta-
dos) se calcula por grupo de animales o derivado. Se indican igualmente madifica-

ciones renales adicionales como dilatacién tubular asf como necrosis y agrupacion

de material necroético.

El procedimiento aqul descrito para la determinacion de la fraccion libre (f,;)
de una sustancia de ensayo se divide en dos partes:

a) Determinacion de la relacién de distribucién de Transil®tampon (MAsampan) Me-
diante incubacion de la sustancia de ensayo en una dispersién de Transil®-tamp6n
(pH 7,4) y posterior determinacién de ia concentracion en la dispersién y en el so-
brenadante de tampén.

b) Determinacién de la relacién de distribucion de Transil®/plasma (MAgisams) me-
diante incubacidn de la sustancia de ensayo en una dispersion de Transil®-plasma
y posterior determinacién de la concentracion en la dispersién y en el plasma.

El cocients de ambas relaciones de distribucion proporciona la fy;.

En sustancias altamente unidas a protelna, se diluye generaimente el
plasma con tampon fosfato isotdnico (pH 7.4) y a continuacién se suspende en
Transil®. La determinacion de la f.' (fraccidn libre en plasma diluido) en esta
solucién de proteina diluida se realiza andlogamente a la determinacién de la
fu. La fraccién libre en plasma no diluido se calcula a partir de la f,' y del factor
de dilucién.

Comparese con este procedimiento también: Schuhmacher, Joachim:

Kohisdorfer, Christian; Buehner, Klaus; Brandenburger, Tim; Kruk, Renate, “High-

R
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throughput detemmination of the free fraction of drugs strongly bound to plasma

proteins.” Journal of Phamaceutical Sciences 2004, 93, 816-830.

Determinacién de i afinidad de membrana de una sustancia de ensayo des-
pués de distribucién entre Transil®y tamp6én (MArampsn):

Se llevaron a cabo todas las incubaciones en matraces de vidric adecua-
dos, por ejempio, viales de vidrio o probetas esmeriladas. Generaimente, el volu-
men total asciende a 0,5-5 ml, y el volumen de Transil® a 10-100 pl. En el caso de
afinidades de membrana mayor de lo esperado, la dispersién de Transi® puede
diluirse con tampon fosfato a pH 7.4, por ejemplo Dulbeccos PBS hasta 20 veces.
El tampén fosfato a pH 7.4 se dispone en el matraz de incubacién y se pipetea
Transil® después de mezclado concienzudo. Se pipetea fa sustancia de ensayo a
una concentracién, por ejemplo, de 200 ng/mi, n = 6. La proporcién de digolvente
organico debe ser <2%. Las preparaciones se incuban durante 30 min a tempera-
tura ambiente, por ejemplo, en un Mini-Shaker con un éngulo de aproximadamente
45° aproximadamente a 400 rpm. Para la determinacion del valor al 100%, se to-
ma al menos una alicuota de, por ejemplo, 100 ui, el resto de la preparacion se
centrifuga aproximadamente durante 10 min aproximadamente a 1.800 g. Se to-
man de cada muestra al menos 2 alicuotas (por ejemplo, 100 i) del sobrenadante

para la determinacién de ia concentracién.

terminacién del en pla no diluido o diluido:
El volumen total de incubaci6n y el volumen de Transil® afiadido dependen
de la fracci6n libre esperada. Generalmente, el volumen total asciende a 0,5 -1 m!,
el volumen de Transi® a 10-100 pl. En caso de fracciones libres muy bajas, se
diluye el plasma de la especie que se va a analizar con solucién tampén isotdnica,
pH 7.4, por ejemplo 10 —400 veces, y a continuacion se mezcla con Transil®. El
resto del procedimiento adicional se realiza como se ha descrito anteriormente

para la determinacion de los valores de MAgmpan.

¥ e
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Principio de determinacién de la fraccién libre mediants ultrafiitracién:

Se filtra el plasma de la especie a analizar a través de una membrana
semipermeable. Se mide la concentracién de sustancia en el filtrado y se cal-
cula a partir de ella la fraccién libre fy. Se usa el Centrifree micropartition sys-
tem de Millipore/Amicon. Las membranas de ultrafiltracion tienen un tamafio de
exclusién de 30.000 Da. La sustancia se dosifica a 1 ml de plasma con una
concentracién de aproximadamente 1 ug/ml. La proporcién de disolvente debe
ser < 2 %. Después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se
pipetea el plasma en el sistema de ultrafiltracién y se centrifuga durante 10 mi-
nutos a 1800 g. Se mide la concentraciéon de sustancia en e! ultrafiltrado (C,,
concentracion de sustancia no unida) y en el plasma antes de la centrifugacion
(C; concentracion de sustancia total). Se calcula la fraccién libre segin la for-
mula: f, (%) = C,/C *100.

C. Ejempios de realizacién para composiciones farmacéutic

Los compuestos segln la invencion pueden transformarse en preparados
farmacéuticos de la siguiente manera:

Comprimidos:
Composicion:

100 mg del compuesto del ejemplo 1, 50 mg de lactosa (monohidratada), 50
mg de almidon de malz (nativo), 10 mg de polivinilpirrolidona (PVP 25) {compafifa
BASF, Ludwigshafen, Alemania) y 2 mg de estearato de magnasio.

Peso del comprimido 212 mg. Diémetro 8 mm, radio de curvatura 12 mm.
Preparacion;

Se granula la mezcla de principio activo, lactosa y almidén con una solucion
al 5% (m/m) de PVP en agua. Se mezcla el granulado con estearato de magnesio
durante 5 minutos después de secar. Se comprime esta mezcla con una prensa de
comprimidos habitual (para el formato de ios comprimidos véase anteriomente).

Como valor normativo para la compresion se usa una fuerza de compresion de 15
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Suspension administrable por via oral:

1000 mg del compuesto del ejemplo 1, 1000 mg de etanol (al 86%), 400 mg
de Rhodigel (goma de xantana de la compafila FMC, Pennsyivania, EE.UU.) y 99
g de agua.

Una monodosis de 100 mg de compuesto segin la invencién corresponde a
10 m! de suspension oral.
Preparacién:

Se suspende el Rhodigel en etanol, se afade el principio activo a la sus-
pension. Se realiza la adicion del agua con agitacion. Se agita hasta la terminacién
del hinchamiento del Rhodige! aproximadamente 6 h.

Solucién administrable por via intravenosa:
Composicidn:

100-200 mg del compuesto del ejemplo 1, 15 g de polietilenglicol 400 y 250
g de agua para inyecciones.
Preparacion:

Se disuelve el compuesto del ejemplo 1 junto con polietilenglicol 400 en
agua con agitacion. Se esteriliza por fiitracion la solucién (didmetro de poro
0,22 ym) y se rellenan en condiciones asépticas frascos de infusién termoesterili-

zados. Se cierran estos con tapones de infusién y capsulas con reborde.
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REIVINDICACIONES
Compuesto de formula
° NH,
HO" \_ ..}

H | Ho Ho% o Hoy
= CH,
il HC
x N CH, HN\n/NHz
1
R NH
en la que

R' significa hidrégeno y

7

(.

R?  significa 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-butilo, 2,2-dietil-1-butilo,

2,2-dimetil-1-pentilo o trimetilsilimetilo,
0

R' significa trifluorometilo y

R?  significa 2,2-dimetil-1-propilo, 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-

butilo, 2,2-dietil-1-butilo, 2,2-dimetil-1-pentilo o trimaetilsiliimetilo,

o0 una de sus sales, sus solvatos o solvatos de sus sales.

2, Compuesto segun la reivindicacién 1, caracterizado porque

R'  significa hidrogeno y
R? significa 2,2-dimetil-1-butilo o trimetilsilimetilo,

o
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R' significa trifluorometilo y

R?  significa 2,2-dimetil-1-propilo, 2,2-dimetii-1-butilo o trimetilsiliimetilo.

3. Compuesto sagun la reivindicacion 1, caracterizado porque
5 R!  significa hidrogeno y
R? significa 2,2-dimetil-1-butilo, 2-etil-2-metil-1-butilo, 2,2-dietil-1-butilo o

trimetilsiliimetilo.

4, Compuesto segun la reivindicacidn 1 con la siguiente estructura 3-

10 (trimetilsilil)-p-alanil-3-(piridin-3-il)-L-alanil-des-(1-D-leucil-2-L -leucil)lisobactina

HO
) 8\ CH,
NH H,
CH,
H,N N
HSC\
Hac-—-SI
H,C
HN NH,

0 una de sus sales, sus solvatos o los solvatos de sus sales.

5. Procedimiento para la preparacion de un compuesto de férmula (1)

15 segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se hace reaccionar el compuesto
de féormula
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0 NH,
HO* ..
n Y\NH HO
s 0 CH,
HO o Y g

il i P °NA an,
Ho»@\}um
" CH, \(

CH,  HN._ _NH,

NH
con un compuesto de fdrmula
o] C x!
HEM I
i N I."l
R H §
7
AN,
R1
en la que
5 R' y R? tienen el significado dado en ia reivindicacién 1, y

X' significa halbgeno, preferiblemente bromo, cloro o fitor, o hidroxi.

6. Compuesto segin una de las reivindicaciones 1 a 4 para el trata-
miento y/o la profilaxis de enfermedades.
10
7. Uso de un compuesto segan una de las reivindicaciones 1 a 4 para la
preparacién de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de enferme-

dades.

15 8. Uso de un compuesto segin una de las reivindicaciones 1 a 4 para la
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preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de infecciones

bacterianas.

9. Medicamento que contiene un compuesto segun una de las reivindi-
caciones 1 a 4 en combinacion con un coadyuvante inerte no toxico farmacéuti-

camente adecuado.

10. Medicamento segun la reivindicacién 9 para el tratamiento y/o la pro-

filaxis de infecciones bacterianas.

11. Procedimiento para combatir infecciones bacterianas en personas y
animales mediante la administracién de una cantidad antibacterianamente eficaz
de al menos un compuesto segun una de las reivindicaciones 1 a 4, un medica-

mento segun la reivindicacién 9 o un medicamento obtenido segun la reivindica-
cion 7 u 8.
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Nonadepsipéptidos acilados como derivados de lisobactina
Resumen

La invencion se refiere a nonadepsipéptidos (derivado de lisobactina) y a
procedimientos para su preparacioén, asi como a su uso para la preparaciéon de
medicamentos para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades, especialmen-
te enfermedades infecciosas bacterianas. Los nuevos derivados de lisobactina se

diferencian de la sustancia natural por la cadena de peptidos terminales N que

abarcan un resto de 3-(piridil-3)-alanil.
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ACYLIERTE NOMADRPSIPEPTIDE ALS LYSOBACTIRDARIVATE

Die Erfindung betrifft Nonadepsipeptido und Verfahren wz ihrer Herstellung sowle fhre Ver
wmdungmrHaM_allmgmAmdmiﬂnhmBehmdhmg und/oder Prophylom vor Krankhed-
tem, insbesondere bakieriellen Infaktionskrankheiien.

Die bekterielle Zeliwand wird durch eino Reibe von Enzymen synthotisicrt (Zellwendbiosymitess)
md ist essentioll fiir das Oberlsben bzw. die Vermohrung von Mikroorganismen. Die Strukiur
diesos Makromolekfils ebenso wic die an fhrer Syntheso boteiligton Proteins sind ianechalb dor
Bakterien stark konserviert. Aufgrand ihver sesentiellen Natur und RinheitHchkelt st die Zoilwand-
biosyntheso oin idealer Angriffypankst flir nsue Antibiotika (D.W.CGrean, The bactorial cell wall as
8 sourcs of entibacterial targets, Expert Opin. Ther. Targets, 2002, 6, 1-19).

Vancomycin und Penboilline gind Inhibitoren der bakteriellen Zeollwendbiogynthese und stellon
erfolgreiche Beispicls fitr die antibiotische Potenz dieses Wirkprinzips dar. Sie werden soit mohre-
ren Jahrzahnten in der Klinik zur Behandiung von bakferlellen Infektionen, vor allem mit Gram-
positiven Brregern cingesetzt. Durch das wachsende Aufireten von reaisteaten Keimen, zB.
Methicillin-resistonten Staphylokokien, Penicillin-resistenten Pnoumokokken und 'Vencomnyoin-
resistenten Eaterokokken (F. Baquaro, Gram-positive resistamoe: challange for the development of
new antibiotics, J, Antimicrob. Chemother., 1997, 39, Buppl A:1-6; A.P. Johnson, DM, Liver-
more, (3.S. Tillotson, Antimicrobial susceptibility of Gram-positive bacteria: what's current, what's
snticipated 7, J, Hosp. Infect., 2001, (49), Suppl A: 3-11) sowie jingst auch erstmals Vancomycin-
vesistenten Staphylokokien (B, Goldriok, First reportod case of VRSA in the United Sttes, Am. J.
Nurg., 2002, 102, 17) verlicren dicse Substanven zunehmend ihre therapeutische Wirhnm_kait.

Dio vorfisgende Exfipdung beschreibt eins neuc Kissse von Zallwandbiosynthoss-Inhibitoren olino
Krouzresistenroo zo bekannten Antibiotika-Klassen.

Dec Naturstoff Lysobactin und elnige Derivate sind als antihakteriel] wirksam beschrioben in US
4,754,018, Die Isoliarung und antibakieriolle Wirksemkeit von Lysobactin lst much in EP-A-196
042 und JP 01132600 besohrichon. WO04/099239 beschreibt Derivate des Lysobactina mit anti-
bakteriellor Wirksamkeit,

Dic antibaktericlle Wirkong von Lysobactin und Katanosin A wird welterhin beschrisben in
O'Sullivan, J. f al., J. Anilblot. 1988, 41, 1740 — 1744, Bommer, D. P. &f al, J. Antibiot. 1988, 41,
1745 — 1751, Shaji, 1. et al., J. Antibiot, 1988, 41, 713 — 718 und Tymisk, A. A, et al, J. Org.
Chem. 1989, 54,1149 —1157.
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Rine Aufgabe der vorlisgenden Erfindung ist o3, alternative Verbindungen orit vergleichbarer oder
verbesserter antibakterieller Wirkung, besserer Vertriglichkeit, z. B. geringerer Nephrotoxizit, .
und beaserer Verteilung im Kdrper, d. h. bessoren pharmakokinstischen Eigenscbaften, wie z, B,
Erhshung der freion Fraktion (f;), zur Behandhmg von bakteriollen Erkreninomgen bei Menschon
und Tieren zur Verfigung zu stollen.

Gegenstand der Erfindung sind Vetbindangen der Formel

o] NH,

HO“"

i
0
ﬁ/cu,

° 0 o O o.

in welcher
R! Wasserstof® bedeutet and

R!  22-Dimethylbut-1-yl, 2-Ethyl-2-methylbut-1-y], 2,2-Disthyl-tbut-1-y!, 2,2-Dimethylpent-1-
yi oder Trimethrylsllylmethy] bedoutet,

R'  Trifluormethyl bedeutst und

R  2.2-Dimethylprop-1-yl, 2,2-Dimethylbut-1-yl, 2-Btiryt-2-mathylbut-1-y1, 2,2-Disthyk-but-1-
yl, 2,2-Dimstirylpent-1-y] odor Trimsthylsilylmothyl bedeutet,

und ihre Salzz, fhre Solvato und die Solvate ihrer Sakze.



10

15

25

30

V)
WO 2006/048139 . PCI/EF2005/011363 \%3
-3

Erfindungsgemiilc Verbindungen sind dic Verbindungen des Formel (T) und deren Sulze, Solvate,
Solvato der Salze md Prodrugs, die von Formel () umfassten Verbindupgen der nachfolgend
genamnten Formeln und doren Salze, Solvate, Solvate der Salze und Prodrugs sowle dis von Formel
(D vnsfessten, nachfolgend als Aosfibrungsheispiele goanamten Verbindungen und deren Salzs,
Solvato, Solvate der Salzo und Prodrgs, sowelt as sich bol den von Formel (1) mmfassten,
nachfolgond genannten Verbindungen nioht boreits um Splza, Solvete, Solvate der Salze und
Prodrugs handolt.

Dis erfindongegesnifien Verbindungen kiinnen in Abhfingigkeit von ihrer Strukiur in sterecizomeren
Formen (Enstiomers, Diastercomere) oxistieren, Die Erfindung botrifit deshalb die Enantiomeren
oder Disstereomeren und ihre joweiligen Mischungen. Aus solchen Mischungsn von Enantiomeren
und/oder Disstereomeren lassen sich dio storeolsomer oinheitlichen Bastandtedle in bakannter Weise
isolieren,

Softrn die erfindungsgemifion Verbindungsn In tantomercn Formen vorkkommon kiinnen, omfasst dis
vorlieganden Erfindung alimtfiche tautomere Formen.

Als Salze sind im Rehmen der vorliegenden Eefindung physiologisch unbedenkliche Sabo der erfin-
dungsgemiBen Verbindungen bevorzugt Umfasst aind sber snch Salm, dio fir phanmazentische
Anwendungen selbst nicht gocignet sind sber beispiolsweise filr die Tsolierung oder Reinigung dex
erfindungsgamiBon Verbindungen verwendet werdon kiinoen oder Mischsalze, Unter Misohsa}x wird
im Rshmen der vuorliegenden Brfindung ein Additionssalz verstandon, das zwel oder mobrere
‘unterschiedliche Sauren bzw. Basen enthillt, wio z. B. ¢in Trifluoracctat-Meaylat-Salz,

Physiologisch unbedenklichs Sale der erfindungsgemifien Verbindungen nmfassen Shure-
additionaselzs von Minaralsiuren, Cmrbonsfivren und Sulfonstturen, zB. Sale  der
Chlorwasserstoffsiure, Bromwessarstoffsliure, Schwofelsure, Phosphoratiure, Methansulfonsfure,
Ethansulfonsiure, Toluolsulfomsiure, Benzolsulfonsiure, Nsphthalindisulfonsturo, Essigsture,
Trifluoressigalure, Proplonsiiure, Milchsuro, Weinshure, Apfelstiure, Zitronensure, Fumarsiure,
Malsinsiiure und Benzoesiure.

Physiologisch unbedenkliche Selze der orfindungsgemiiBon Verbindungen umfwsson auch Salze
fiblicher Basen, wis belsplelhaft ond varmugsweise Alimlimotallsatze (z.B. Natrfum- wmd
Kalizmsalzo), Erdallatisalzs (2.B. Calofum- und Magnesiumsalzs) und Ammoniomsalzs, abgeleitst
von Ammeniak oder organischen Aminen mit 1 bis 16 C-Atomen, wio beispielbat und vorzgsweiss
Rthylamin, Diethylamin, Tristhylamin, Btiryldiisopropylamin, Monoethanolamin, Diethanolsmin,
Tricthanolamin, Dioyclobexylamin, Dimethylaminocthanol, Prokein, Dibenzylamin, M
Methylmorpholin, Arginin, Lysin, Ethylendlamin und A-Methylpiperidin
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Als Solyste werden fm Rabmen der Erfindung solchs Formen der crfindungsgeenifen Verbindungen
bezeichnet, wolsho in festom oder fiasigom Zustand durch Koordination mit LAsongemittelmoleka.-
lon einen Komplex bilden. Hydrate sind eine apeziello Farm der Solvate, bei danen die Koordination
mit Wasser erfolgt.
Bevorzugt eind Verbindungen der Forme! (I), in welcher
R Wasserstoff bedeutet und
R 22-Dimethylbut-1-y] oder Trimethylsityhmethy! bedetet,
oder
R'  Trifluormethy) bedeutet und
R 2,2-Dimothylprop-1-y}, 2,2 Dimethylbut-1-yi oder Trimethylsilylmothy] bedeutet,
und ilre Salzs, ihre Solvato und dis Solvaio iwer Satze,
Bevorzugt aind such Verbindongen der Formel (T), in welchar
R'  Wasseastoff bedeutet und

R? 2,2-Dimethyibut-1-y), 2-Ethyl-2-methylbut-1-yl, 2,2-Disthy}-but-1-y] oder Trimetbylsily}-
metiryl bedoutet,

und thre Salze, fiwe Solvate und dis Solvato ihrer Salze.
Bevorzugt sind such Varbindungen dar Formol (1), in welcher
R'  Wasserstoff bedautet und

R  2,2-Dimethylbut-1-yl, 2-Btiryl-2-methylbut-1-yl, 2,2-Diethyl-but-1-y], 2,2-Dimstirylpent-1-
yl oder Trimethylsilylmetiryl bedeutet.

Insbesondere bevorzugt st die Verbindung 3-(Trimethrylsilyl)-0-alanyl-3-(pyridin-3-yl)-.-alanyl-
des(1-D-leucyl-2-L-leucyl)-tysobactin

\?t

PFCT/EP2005/011363 ‘%\\
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© NH,
HoO"" N H
A
HO 0 0 t, cl-l;
NH
O o ={ H,
CH,
)/z HN
Hac HN
H,C
A\

\ﬂ;NHz

oder eines ihrer Salze, fhrer Solvate oder der Solvate itrer Salze.

Qegenstand der Brfindung ist weitorhin ein Verfahron zur Herstellung der Verbindungen des For-

moln (1), wobei die Varbindung der Formel

NH

mit Verbindungen der Farmal
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in welchor

R' und R? die oben angegebens Bedeutung habon, und

X!  Halogen, bevorzugt Brom, Chior odat Fluor, oder Hydroxy bedeutet,
umgeaeizt werden,

Falls X' for Halogen stelt, erfolgt dis Umsotzng im Allgmeinen in inerten Lisungamittoln, go-
gebenontalls in Gegenwart einer Base, bevorzugt in eluem Tomperaturbereich von -30°C bis 50°C
bel Normaldruck.

Inerte Losungzmitto] sind beispielsweise Tetrahydrofuran, Methrylenchlorid, Pyridin, Dioxan odor
Dimethylformamid, beverzgt ist Methylenchiorid oder Dimethylfonaamid.

Basen aind beispiolaweise Triethylamin, Dlimpmpylethy]lmh oder NMﬂﬂlyhnmleln, bovar-
zugt ist Diisopropylathrylamin.

Falls X’ for Hydroxy steht, erfblgt die Umsetrang im Allgemeinen in Inorten Losungsmittsl, In
Gogenwart cinos Debydratisierungarcaganzes, gegebenenfhlls in Gegenwart einer Base, bevorzogt
in oinom Tomperaturberelch von -30°C bis 50*°C bei Normaldruok.

Inerte Lisungamitte] sind beispiclsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Dichionmethsn oder
Trichlormethan, Kohlenwasserstoff wio Benzol, Nitromethan, Dioxan, Dimethylformamid oder
Acetonitril. Bbenso ist ea mdglich, Gemlsche der L8semitte! elnzusetzan. Besonders bevoraogs ist
Dichlormethan oder Dimethylformamid.

Als Dehydratisierangsreagenzien cignan sich hierbei beispiclsweise Carbodiimide wio z.B. N.N-
Diethyl-, N.N,'Dipropy}, NAN-Diisopropyl-, N N'-Dicyclohoxyloarbodlimld, N-(3-Di-
mothylaminoisopropyl)-N-ethylemrbodiimid-hydrochlorid (RDC), N-Cyalohexyloarboditmid-N'
propyloxymethyl-Polystyro]l (P5-Carbodiimid) oder Carbonylverbindungen wie Carbostyidiimida-

%!o
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zo}, oder 1,2-Oxazollumverbindungen wio 2-Biryl-S-phemyl-1,2-0xazolium-3-sulfht odor 2-fert-
Butyl-5-metltyl-isoxazolium-porchlorat, oder Acylaminoverbindungen wie 2-Bthoxy-1-ethoxy-
carbomyl-1,2-dilydroohinolin, oder Propanphosphonsiuresnhydrid, oder Isobutylohloroformat,
oder Bis-(2-0x0-3-0xazolidinyl}-phosphoryloblorid oder Banzotriazolyloxy-tri(dimetiylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat, odar O-(Benzotrinzol-1-yl)-N,N,N".N'-ietre-mefhyleronium-
hexsfluorophosphat (HBTU), 2-(2-Oxo-1-2H)-pyridyl)-1,1,3,3-tetvamethyluroniumtetrafhroro-
borat (TPTU) oder O-(7-Azabenzotriazol-1-yD-N,N, N’ N*tetramethryl-uroniumhexnfluoropbosphat
(HATU), oder 1-Hydroxybeamotriazol (F#OBt), ader Benzoiriaeol-1-yloxytris(dimethylaming)-
phosphoniumhexafioorophosphat (BOP), oder N-Hydroxysuocinimid, oder Mischungen aos dio-
son, mit Basen.

Bagen sind beispiclsweiso Alkalivarbonate, wie zB. Natrium~ oder Kaliumoarbonat, oder -hy-
drogencarbonat, oder organische Basen wie Trialkylamine £.B. Tristhylamin, N-Metirylmorpholin,
N-Mcthylpiperidin, 4-Dimethylaminopyridin oder Diisopropylethylamin.

' Vormgswoise wird die Kondensation mit HATU oder it EDC in Gegenwart von HOBt durchge-

fahrt,

Di.vwmmdérmlamwmpmmmwm,mmmmdhm_

Filllen dor Umsetrung der Verbindung der Forme! (IT) mit Verbindungea des Formel () ofne Ab-
spaltung der Schutzgruppen mit Trifluoressigsiure nach dem Fachmann bekannten Mothodmn an-
schliefit,

Dio freic Base der Salze der Verbindungen der Formel (I) kxan sumn Beispiel durch Zussiz einer

Bage und anschlicBendar Butraktion, Pritzipitation oder chromatographischer Trennung der Ver- *

bindung nach dem Fachmann bekannton Verfabron erhalten werdon, Insbesondore durch Verwen-
dung polymergebundener Basen, wie Baispial polymergobundenem Hydrogenoarbonat.

Welterer Gegenstend der Erfinding ist cin Vesfahren zur Herstellung der Verbindungen der For-
mel (1) oder fhrer Solvete nach Anspruch 1, bei dem Salzs der Verbindungen oder Solvate der Sal-
zo der Vorbindungen durch Zusatz olner Base In die Verbindongea fiberfihrt werden,

Die Verbindung der Formel () lsst sich durch doppelton Edmann-Abbau sus Lysobactin (Bei-
spiel 1A) synthstisieren, wie im sxperimentslien Teil vnter Beispiol 2A. beschricben.

Die Verbindungen der Formel (1) sind bekannt oder lassen sich nech bekennten Verfahren sus
den entsprechonden Edukton synthetisiaren.

Die Herstelhang der erfindungsgemiiien Verbindungon kenn durch folgendes Synthoseschema ver-

124
o



15

WO 2006/048139 N PCT/EP2005011363 \,39

Dio erfindungsgemiifon Verbindungen zeigen ein nicht vorkerschbares, wertvolies pharmekologi-
sches und pharmakokinetisches Wirkspektrum, Sie zeigen eine antibakterielle Widmng.

Sie signon sich daher zur Verwendung sls Arzeimiitel zur Behandlung und/oder Prophylaxe von
Krenkheiten boi Menschen und Ticren.

Die orfindungsgemiifien Vevbindungen zeiohnen sich durch eine geringere Nephrotoxizitit gogen-
fiber Lysobaotin sus.

Die orfindungsgemifon Verbindungen zeichnen sich durch eine bossere Pharmakuokinetlk gogen-
dber Lysobactin sus. Sio zeigen bel glelcher oder varbesserter pharmaknlogischer Wickung eine
bessers Vertelhmg im Kirpor, was eine goringere therapeutische Dosis sowis cin breiteres thom-
peutisches Bahandlungsfenster zor Folge hat.

Die erfindungsgemiBen Verbindungen haben sine hihere freie Fraktion (f) im Plasma als Lyso-
bactin,

Die beachriebenen Nonadepsipoptide wirleen als Tnhibitoren der bakiesiellon Zellwandbiosynthase,
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Besonders wirksam sind dic erfindungsgemiifien Zobereitongen gegen Bakterion und bakterienifhn-
liche Mikroarganismen. Sie sind daher besonders gut xur Prophylaxs und Chemotheraple von loka-
hnmdvshmiwbmhfekﬁomhduHmm—wﬂTimmdiﬁnmignogdhdmuhdimBmy
hervorgerofen werden.

Grundséivlich kbnpen die arfindungagemifien Zabereitungen gegen alls Bakterien wnd baktarien-
hnlichen Mikroorganismen verwendet worden, die im Besitz eincr bakteriollon Zollwand (Murein
sacculus) bzw. don dazugehOrigen Enzymsystemen sind, beisplolsweise durch die folgendon Erre-
gor oder durch Misolmgen der folgenden Erreger:

Graw-nogative Kokken (Neisssria gonorrhoeqge) sowie Gram-negative Stifbohen wie Enterobakte- _

riaceen, z.B. Eschariclia coll, Hdmophilus influenzae, Pesudomonas, Klebsiella, Citrobaster (C.
Jreundll, C. divernis), Salmonella und Shigells; forner Enterobecter (B. aerogenss, K. agploms-
rans), Hafhis, Serratia (5. marcescens), Providensis, Yersinla, sowle die Gattung Acinotobacter,
Branhamella vnd Chiamydia. Daritber hinans nmfisst das antibakieriolle Spekirum strikt anasrobe
Bektorien wie zB. Bacteroides fragills, Vertroter der Gattung Peptococcus, Peptostroptocoocus
sowle die Gattung Clostridiom; ferner Mykobakterien, 2.8. M. tubsrculosus. Besonders ansgepriig-
to Wirkung zeipen die erfindongsgemifien Verbindungen gegen Grem-positive Kokken, z.B.
Staphylokokken {(S. aurews, S. epidermidis, S, haemolyticus, S. carnosus), Enterokokken (E. faeca-
lis, B. fechan) und Streptokokken (S, agelactiae, S. pnexmonias, S. pyogenes).

Dio obige Aufihlung von Erregern Ist lediglich belsplalhaft und keineswegs beschrinkond aufin-
fassen. Als Krankhsiten, die durch die genanuten Rrreger oder Mischinfektionen verursacht und
durch die erfindungsgemitBen Zubersitungen vorhindert, gebessert oder goheilt werdon kormen,
soien beispielsweise genannt:

Infektionskrankbeiten beim Monschen wie ZB. unkomplizierte und komplizierte Harnwegsinfokts,
unkomplizierte Haut- vnd Oberflicheninfektionen, komplizierto Haut- und Weichteilinfaktionen,
im Hogpital und ambulant erworbene Lungenentziindimg, nosokomirle Pnenmonisn, akuto Exa-
zerbationsn und selmcidéire bakictiells Infektionen dor chronischen Bronchitia, akmte Otitis media,
akuto Sinusitis, streptokokkels Pharyngitis, hekteriells Meningitis, unkomplizerte gonokokkale
und nicht-gonokokimle Urcthritis/Cervizitis, akute Prostatitls, Endocarditis, unkomplizierte und
komplizierte intra-abdominale Infektionen, gynkkologische Infektionen, polvische Entzimdungs-
krackheit, bakterlelle Vaginose, akute und chronische Osteomyelitis, skute bakterleils Arthritis,
empirische Therspie in febrilen noutropsnischen Patienten, desweiteren Bakterimien, MRSA In-
fektionen, ekute infekiitso Diarrhoo, Hellcobacter pylor! Infcktionen, postoperative Infektionan,
odoptogens Infbktionon, ophthalmologische Infektionen, postoparative Infektionen (Inkl. poriprok-
tnlor Abszess, Wundinfoktionen, Galleninfekijousn, Mastitis und akuls Appendizitls), zystische
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Fibroso und Bronchiectasia,

AuBer boim Menschen konnen baktesiello Infektionen auch bei anderen Spezies behandalt werden,
Beispielhaft seien genenat:

Schwein: Diarthos, Enterotoxsmic, Scpsis, Dysenterlo, Ssimunelloss, Metritis-Mastitis-
Agnlaktine-Syndrom, Mastitis;

Wiederkliver (Rind, Schaf, Ziege): Diarrhoo, Sepsis, Bronchopneumonie, Salmonellose, Pastsurel-
lose, Genitalinfektionen;

Pferd: Bronchopneumonien, Fohlonlihme, pusrpersls uad postpuerperale Infoktionen, Salmonetlo-
s .

Huond und Katys: Bronchopoeumnonie, Disrhos, Dermatitis, Otitis, Harnwegsinfekis, Prostatitis;

Goflige! (Hubn, Pute, Wachtel, Tuube, ZiervDgel und andere): E. coli-Infoktionen, chropische
Lufiwegserkrankungen, Sebmonellose, Pesteurellose, Prittakose.

Ebenso kiinnen bakterielle Erkrankungen bei der Aufzucht nnd Haltung von Nute- und Zisrfischen
behmdslt worden, wobei sich des antibektotlello Spoktrum Ober dio vorher genamten Biveger hin-
ans auf weitere Erveger wie 2B. Pasteurells, Brucells, Campylobacter, Listerla, Erysipelothris,
Corynebaktericn, Boreilin, Treponema, Nocsrdis, Riketisia, Yersinis, erweitert.

‘Woiterer Gogenstund der vorliogenden Erfindung ist der Einsatz der erfindungsgemiiBen Verbin-
dungen zar Behandlung und/oder Prophyiaxs von Erkrankungen, insbesondere von baktsriollen
Infektionakrankheiten.

Woiterer Gogenstand der vorliegenden Exfindung ist dis Verwenduog der erfindungsgemiBén Ver-
bindungen zar Behandhmg und/oder Prophylaxe van Erkrankungen, Insbosondere der zuvor ge-
nannton Brkrankungen,

Weiterer Gegonstand der vorllegendon Brfindung ist die Verwenduong der erfndungagemiBen Ver-
bindungen zur Herstellung oincs Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Brkran-
inmgen, Inshasondere der zuvor genanuton Rekranknngen,

Bovorugt werden die erfindungsgomiiien Veebindongen zr Herstellong von Armeimiiteln ver-
wendet, die mur Prophylsxe und/oder Behandiung von bakteriellon Erkrankungsn geeignet sind.

Weiteror Gegenstand der vorliogenden Erfindung ist oin Verfahren zur Behandlung uad/oder Pro-
phylaxe von Brkmnkungen, insbesondere der mrvor gensnnten Erkrankungen, wnter Verweodung

1/6
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einer antibakterioll wirksamen Menge der erfindungsgemiificn Vesbindungen.

Waeiterer Gogemstand der vorliegenden Brfindung sind Arzneimittel, enthaltond mindostens eine
erfindungsgemilBe Verbindung und mindestons einen oder mehrers weiters Wirkstusffe, insbeson-
dere zur Babandlung und/oder Prophylaxe der zuvor genannten Erkrankmmgen. Bevorzogte Kom-
binationswirkstoffe sind antibakieriell wirkende Verbindungen, die ein endsres Wirkepekirum,
insbregandere ergAnzendos Wirkspekirum, heben und/oder synergistisch zu den erfindungsgemaBon
Verbindungen sind.

Die erfindungspem#Ben Verbindungen kiionen systemisch und/oder lokal witken. Zn diesem
Zweck kinnen sie guf geeigneto Weise appliziert werden, wio zB. oral, paronteral, pulmonal, na-
sal, sublingnal, lingual, buccal, rectal, dermal, transdermal, conjunctival, otisch oder als Implantat
bzw. Stent.

Fiir diess Applikationswege kinnen dio erfindungsgemifon Verbindungen in geclgneten Applika-
tionsformen verabreiabt werden.

Fir die orale Applikation cignen sich nach dem Stand der Technik funktionierende schnell
und/oder modifiziert dis erfindungsgemiifen Verbindungen abgebende Applikationsformen, dio
dle erfindungsgemifon Vorbindungen In kristalliner und/ oder amorphisierter und/oder poloster
Form onthalion, wis zB. Tabletten (nichitiberzogens oder fiberzogene Tabletten, belsplelswoise
mit magensafiresistenten oder sich verztigert sufltecuden oder unldslichen Uberziigan, die die
Freisctrung der erfindungsgemiifen Verbindung kontrollioren), in dor Munrdhdhle sohnell zorfal-
lende Tabletten oder Fllme/Oblaten, Filme/Lyophilisate, Kapsoln (beispiclswoiso Hart- oder
Weickgolatinskapsoln), Dragees, Granulato, Pellets, Pulver, Emulsionan, Snspensioncn, Aerosols
oder Lsungen.

Dis parentorale Applikation lomp unter Umgelong eines Rosorptionsschrittes goschehen (zB.
intravenda, Intraartariell, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder umter Binschaltung elnor
Resorption (zB. lntramouskullr, suboutan, infracutan, percutan oder intraperitoneal), Fiir die paren-
terale Applikation eignen sich als Applikstionsformen u.e. Injoktions- und Infusionszubereitungen
in Form von LBsungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder sterilon Privern.

Pur die sonstigen Applikationswegs sigoen sich =B, Inhalationserzpoiformen (w.a. Pufverinhalato-
ren, Nebulizer), Nasentropfem, -18sungon, ~sprays; lingosl, sublingual oder buccal zu applizierende
Tabletten, Filme/Oblaten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- oder Augen-psiparationen, Vagi-
palkapseln, wiBrige Suspensionen (Lotionen, Schitttelmixturen), lipophile Suspensionen, Salben,
Cremes, iransdermals therapoutische Systome (wio beispielswelso Pflaster), Milch, Pasten,

l
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Schiinme, Streupuder, Implantate oder Stents.

Die erfindungsgemiifon Verbindungen kinnen in dis angefithrien Applikationsformen Oberfiihrt
werden. Dies ke in an sich bekannter Weise durch Mischen mit inertsa, pichttoxischen, pharma-
zeutisch geeigneten Hillsstoffen geschehen. Zu dicsen Hilfustoffon zihlen u.a. Trigerstoffo (bei-
apiolaweise mikrokxistalline Cellulose, Lakiose, Mannitol), Losumgsmittel (=B. filssigs Polyethy-
lenglycole), Emulgatoren und Dispergior- oder Netzmittel (beispielyweise Netriamdodecylyulfit,
Polyoxysorbitanoleat), Bindenittal (beispialsweiso Polyvinylpymrolidon), synthetische und patiiri-
che Polymere (beispielsweise Albumin), Stabilisatoren (zB. Antioxidantien wic beispielsweise
Ascorbinsiurc), Farbyfoffo (z.B. anorganische Pigments wic bolspislsweise Bisenoxide) und Ge-
schowoks- und / oder Gerachskorrigentien.

Woiterer Gogenstand der vorliegenden Brfindung sind Arzpeimittsl, die mindestens cine ecfin-
dungsgemffie Verbindung, blicherweise ynsammen mit einem oder mshreren inortem, nichtboxi-
schen, pharmazeutisch geeigneton Hilfsstoffon enthalten, sowie daren Verwendung zu den zavor
genanuten Zwecken.

Im Alligemeinen hat cu sich sls vorteflhaft erwiesen, boi intraventiser Appliketion Mengen von
otwa 0.001 bis 100 mg/kg, vorzugsweise otwa 0.1 bis 10 mg/kg Karpergewicht zur Erziolung wirk-
samer Ergebnisso zn verabrolchen, uad bei omler Applikation betriigt die Doslernng etwa 0.01 bis
50 mg/kg, vorzugsweise 0.5 bis 10 mg/kg Kdrpergowicht.

Trotadem knnn ea gegebenonfalls erforderlich soin, von den genannten Mengen abzuweichen, und
zwar in Abblngigkeit von Korpergewloht, Applikstionsweg, individuellem Verhalten gogenfibor
dom Wirkstoff, Art der Zubereitung und Zeitpunkt bzw. Intorvall, zu ‘welohem die Appliketion
erfolgt. So kamn s in einigen Filllen ausrcichend sein, mit weniger als der vorgenanaten Mindest-
mongs ausznkommen, withrend in anderen Filllen die genannte obere Grenze (berschritten worden
muss, Jm Falle der Appliketion griiierer Mengen kaon es empfohlenswert sein, disse in mehreren
Einzoigaben tiber den Tag 2 verteilon.

Die Prozeuiangaben in den folgenden Tests und Bedsplolem sind, sofern nicht enders angegeben,
Gewichtsprozente; Teile sind Gewichtsteile. Ldsungsmittelverhfiltnisse, Verdinnungsverhitnisse
und Konzentretionssmgaben von flfssig/fiflesig-Losungen beziehen sich jewsils auf das Volumen,

Wl
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Aligemein(c)

(Peak)fliche

berechnet

Brain Heart Infusion

tart-Butyloxyocarbomyl

breitos Signal (bel NMR-Spekiren)

Bolapiol

Dublett (bel NMR-Spektren)
Dilnnschichichromstographie

direkte ohemische lonisation (bel MS)
Dichlormethan

N, N-Diisopropylethylamin
4-N_N-Dimethylaminopyridin
Dimethylsotfoxid

N, N-Dimethylformamid

der Theorle
1-Ethy}-3-(3-dimethylsminopropyIcarbodiimide (such EDCI)
1-Bthyl-3-(3-dimethylaminopropyearbodiimide-hydrochlorid
Ethylecotat (Bssigsturecthylester)
Elektronensto8-Tonisstion (bei MS)
Blaktrovpray-loaisation (bei MS)

Anionenscan bei dor ESF-Massenspoktroskopie
Kationenscan bei der BSI- D
Schmelzpunkt

gefunden

gosliitigt

Stunde

O-(7-Aszbepzotriezol-1-yl)}-N,N.N',N'-totramethryhuronjum-hexa-

floorphosphat

1-Hydroxybenzotriazol

Hochdruck-, Hochlsistungsfl3ssigchromatographic
High Resolution (Hochmufldsung)

im Vaknwum
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Konzentriert

Maossigohromatographie-gekoppelto Massanspekiroskople
Lithium-Diisopropylamid

middlo (mittel) (bei UV- und IR~Spekiren)

Multiplett (boj NMR-Spektren)

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization

Minimale Hemmkonzentration

Minute/Minuton

Massenspekiroskople

National Committee for Clinice! Labarwtory Standards
nogatly

N-Mothyimorpholin

Kernresonanzspektroskopio (muclear magnetic resonance)
pro analysi

Palladium -

Palladium auf Kohls

positiv

Prozentig

Polytetrafluoretirylon

quamtitativ

Roverse Phase HFLC

Raumiomperatur

Rotentionsyeit (bel HFLC)

strong (stark) (bei UV- und IR-Spektren)

Singulett (bei NMR-Spektron)
O-(Bonzotriazol-1-y1)-N,N,N'. N'{ctramethy hronium-
Tetrafluoroborat
O{1H-6-Chlarbenwotriezok-1-yl)-1,1,3,3-totrametiryhuroaiom-
Tetrefluoroborat

Trifluoressigsiare

2,2,2-Trifluorethanol

Tetrahydrofuran

Flugzeit (tims of flight)

Ultraviolett

sichtbar (visible)
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VRSA Vancomycin-resistenter Stapylococeus qureus
w woak (schwaoh) (bei UV- und IR-Spoktren)
wilsar. wisarige(r)
Z,Cbz Benzyloxycarbonyl
Literatur

Zur Nomenkistur der Peptide und Cyclodepsipeptide vergleicho:

1. A Guide to JUPAC Nomsnolature of Organic Compounds (Recommendations 1993), 1993,
Blackwall Sclentific pnbilioations.

2. Nomenclatore axxi symbolism for amino acids and peptides. Recommendations 1983, TUPAC-
IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature, UK., Biochemical Jownal 1984, 219,
345-373. Sowie zitierte Literxtur.

Allgemeine Mothoden GC-MS, LC-MS, HR-MS, HPLC und Gelchromatographia

Moethode 1 (TOF-BR-MB): TOF-HR-MS-ESH- Spekiren werden mit elnem Micromass LCT Ge-
it (Kapillarspenmimng: 3.2 KV, Cone-Spannung: 42 V, Quellentamperstur; 120°C, Desolvations-
Temperatur; 280°C) aufgenommen. Hicrzx wird sine Spritzanpumpe ('a. Harvard Apparates) fiir
dio Probenzufihrung verwendot. Als Standart dient 1ouoln-Bnkephalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu)-

Moethode 2 (prilparatlve HPLC): Gorkt: Gilson Abimed HPLC; UV-Detektor 210 om; binres
Pompensystem; Sinlo: Waters Symmotry-Prep™ Chy, 7 pm, 300 x 19 mm; Etvent A: 0.2% Trifluo-
reasigaure in Wasser, Blusnt B; Acctonitri); Phussrate: 25 mL/min; Sfolantemperstar RT: 0 min
20% B, Rampa 0-10 min 70% B, Rampe 10-10.] min 20% B, 15 min 20% B,

Metbode 3 (Gelchromatographic an Sephadex LH-20): Golokromstogrephie wird obne Druck
an Sephadex I'H-20 (Fa. Pharmacia) durchgefiihst. Bs wird nach UV-Aktivitht (UV Dotektor fir
254nm, Fa. Knauor) fraktionlert (Praktlonssenmmler ISCO Foxy 200). Sanlendimensionon:
32 x 7 cm (1000100 pmol MaBstzb); 30 x 4 e (10010 pmol MabBstab); 25 x 2 cm (10-1 umol
Mahstab). Bei Mafstiben 1 mmol bis 11 mmol wird eine Siule der Dimension 80 x 30 cm ver-
wendet. In dicsen Fall werden die Fraktionen manuel]l und ohne vorgeschalteten UV-Detektor

gosammaelt, Dis Zuordnung der Fraktionen erfolgt per HPLC (Methode 9).
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Methode 4 (priparative RPLC; Kromssll, Exsigsdure): Gerdt: Gilson Abimed HPLC; UV De-
tektor 210 mm; binfres Pumpensystesn; Situle: Kromasil-100A Cyg, 5 pm; 250 x 20 pum; Fhoss:
25 m/min; Ehuent A: Wasser/0.25-0.5% Essigsiture, Blvent B: Acctantiril; Gradient: 0-3 min 5%
B, 3-30 min 5-100% B, 30-38 min 100% B, snschlieSend Regoneration der Chromatographissiulo.

Misthode 5 (LC-MB): Instrument: Micromass Quatiro LCZ mit HPLC Agilent Serie 1100; Stule:
thmmﬂynnginH}ydm-RPMmmyZOmnx4m;BluentA:lLI.hnur+D.5mL
50%ige Amolsensiinre, Bluent B: 1 L Acetanitrll + 0.5 mL 50%ige Ameisensiure; Gradient: 0.0
min 90%A < 2.5 min 30%A => 3.0 min 5%A 2 4.5 min 5%A; Fluss: 0.0 min 1 ml/min,
2.5 min/3.0 min/4.5 min 2 mL/min; Offm; 50°C; UV-Dotektion: 208- 400 pn.

Methode 6 (LC-MS): Gerlitotyp MS: Micromass ZQ; Gerittetyp HPLC: Waters Alliance 2795
S8ule: Phenomenex Synergi 2 Hydro-RP Mercary 20 mmn x 4 mm; Eluent A: } L Wassor + 0.5
mL 50%ige Ameisonsiure, Bluent B: 1 L Acetoniiril + 0.5 mL 50%ige Ameisensiiure; Gradiont:
0.0 min 90%A - 2.5 min 30%A - 3.0 min 5%A > 4.5 min 5%A; Fluss: 0.0 mia ] mL/min,
2.5 min/3.0 min/4.5 min 2 mL/min; Ofen: 50°C; UV-Dotaktion: 210 nm.

Methode 7 (LC-MSB): Geriitetyp MS: Mioromass Z0); Gerfitstyp HPLC: HP 1100 Series; UV
DAD; Siule: Pheniomenex Synergi 2 Hydro-RP Mercury 20 mm x 4 mm; Bluent A: 1 L Wagser +
0.5 mL 50%ige Amecisensiiure, Eluent B: 1 L Acetonitril -+ 0.5 mL 50%ige Amaisensiiure; Gra-
dient; 0.0 min 50%A > 2.5 min 30%A - 3.0 min 5%A - 4.5 min 5%A; Fluss: 0.0 min 1
mL/min, 2.5 min/3.0 min/4.5 min, 2 mL/min; Ofén: 50°C; UV-Detektion: 210 am.

Methode 8 (analytische HPLC): Gerltstyp HPLC: HP 1050 Series; UV DAD 1100 Serics; Skule:
Kromasil Cys, 60 x 2 mm, 3.5 pm; Elvent A: Wassee/0.5% Porchlorakare, Eluont B: Aostonitril:
Gradient: 0-0.5 min 294B, 0.5-4.5 min 2-90%B, 4,5-9.0 min 90%B, 9.0-9.2 min 90-2%B, 9.2~
10.0 min 2%B; Fhuss: 0,75 rl/min, Oftn: 30°C, UV-Detektion 210 am.

Methode 9 (snslytische HPLC, Agtlent Zorbax Cy): Gerlt: Agilent 1100 mit DAD (GI3158),
binkror Pampe ((11312A), Autosampler (G1313A), L8semittol-Entgasor (GI379A) und Siulen-
thermostat (G1316A); Stule: Agllent Zorbax Eclipse XDB-C8 4.6 x 150 x 5 mm; Eluent A: 0.05%
70%ige Perohlorsiure in Wasser; Eluent B: Acatonitril; Gradient: 0--1 min 10%B, Rampe, 4-5 min
90%B, Ramps, 5.5 min 10%B; Fhus: 2.00 wl./min; Snlentomperate,: 30°C.

Methade 10 (Gelchromatographie an Sephadex LH-20); Gelchromatographie wird ohne Druck
an Sephadex LH-20 (Fa. Pharmacia) durchgefiihrt. Es wird nach UV-Aktivitit (UV Deicktor fite
254nm, Fa. Knauer) fraktionlest (Fraktionssammier ISCO Foxy 200). Sgulendimensionen:
32x 7 cm (1000-100 pmol MaBstab); 30 x 4 em (100-10 pmol Malstab); 25 x 2 ema (10-1 pmol
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Mailsteb),

Mathode 11 (priiperative HPLC Bymmetry): Gerit: Gilson Abimed HFLC; binkres Pumpensys-
tem; Skule: SymmotryProp™C)y, Fo. Watars, 7 tm; 300 mm x 19 mm; Eluent A: Wasser/0.2%
Trifluoressigsitnre, Bleent B: Acetonitril; Gradient: 0-10 min 15-65%B, anschticBend Regencra-
tion der Clwomatographiesfiule; Fluss; 25 mL/min; UV-Detektion 210 nm.

Methode 12 (prifparative HPL.C Kromasfl): Geritf: Gilson Abimed HPLC; binlires Pumpenays-
tom; Stiule: Kromasit Cys, 5 um, 100 A, 250 x 20 mm; Bluent A: 0.05% Trifiuoressigsiuro in Was-
ser, Bluent B: 0.05% Trifluoressipslire in Acotonitril; Gradient: 0-3 min 10%B, Rampe, 30-
38 min 90%B, 38-45 min 10%B; Fluss: 20 mL/min; UV-Detektion 210 nm,

Methade 13 (priparative HPLC Waters Symmetry): Gerdit: Gllson Abimed HPLC; binlires
Pumpoensystem; Sfiule: Waters Symmetry-Prep™ Cyy, 7 pm, 300 x 19 mm; Eluent A: 0.05%
Trifluoressigsliure in Wasser, Etuant B: 0.05% Triflnoressigsiure in Acetonitril; Gradient: 0-3 min
10%3B, Rampe, 30-38 min 90%B, 38-45 min 10%B; Fluss: 20 mL/min; UV-Detektion 210 nm,

Methode 14 (priparative HPLC): Gerltt: Gilson Abimed HPLC; binlires Pumpensystem; Saule:
Wators Symmetry-Prep™ Cys, 7 pin, 300 x 19 mm; Blucnt A: Wasser/0.2% Trifluoreasigaiiure,
Elnont B: Acetonitril; Gradient: 0-10 min 25-65%B, snschlicBend Rogencration der Chroma-
tographiestinle; Fluss: 25 mL/min; UV-Dotektion 210 nm.

Methode 15 (Chirale HPLC Dalcel Chirnlpak): Agilent 1100 HPLC; Skule: Daicol Chiralpak
AD-H § pm; 250 x 20 mm; isokratisch: 75% iro-Heaan, 25% 2-Propano} mit 0.2% Triflucressig-
siure und 19% Wasger; Phuss: 1,0 mL/min; Offn: 25°C; UV-Detektor 212 nm.,

Methode 16 (priparative HPLC): Geriit Gilson Abimod HPLC; binfires Pumpensystem; Skule:
YMC ODS-AQ 5 pm, 250 x 30 mus; Elugnt A: 0.05% Triffuorcasigsiure in Wagser, Elvent B:
0.05% Trifiuoressigafurs in Acctonitril; Gradient: 0-3 min 10%B, Rampe, 30-38 min 90%B, 38-
45 min 10%38; Fluss: 50 mL/min; UV-Detekfor 210 nm.

Mothode 17 (GC-MS): hstrament; Micromass GCT, GC6890; Sénla: Restek RTX-35MS, 30 m x
250 pm x 025 pm; Gradient: 60°C (0.30 min halten), 50°CAnin —» 120°C, 16°C/min ~» 250°C,
30°C/usin -+ 300°C (1.7 min halten); konstanter Pluss mif Helium: 0.38 mL/min; Ofen: 60°C; In-
Jet: 250°C.

Methodo 18 (HPLC): Gerfitotyp HFLC; HP 1100 Series; UV DAD Siule: Zorbax Eclipse XBD-
C8 (Agilemt), 150 mm x 4.6 mm, 5 pm; Elueat A: § mlL HCIO,/1 Wasser, Eluant B: Acotonitril;

I
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Gradlent: 0-1 min 1048, 1-4 min 10-90%B, 4-5 min 90%B; Fluss; 2.0 mL/min; Ofen: 30°C; UV-
Detektion: 210 und 254 nm,

Mathode 19 (HPLC); Sinlo: Kromasil RP-18, 60 mm x 2 mm, 3.5 pam; Bluent A: § mE, BCIOA
Wasser, Blnent B; Acotonitril; Gradiont: 0 mis 2%B, 0.5 min 2%B, 4.5 min 90%B, 9 min 90%B;
Fiuss: 0.75 mLimin; Ofen: 30°C; DV-Detektion: 210 om.

Mathode 20 (HPLC): Sluls: Kromasil RP-18, 250 mm x 4 mm, 5 xm; Bluent A: 5 mL HCIO
Wasser, Eluent B: Acetonitell; Gradient: 0 min 5%B, 10 min 95%B; Fluss: 1 mL/min; Ofen: 40°C;
UV-Detektion: 210 om.

Mothode 21 (HPLC); Siuls: Kromasil RP-18, 250 mm x 4 mm, § gum; Etaent A: 2 mL HCIO
Wassor, Bluent B; Acctonitril, Isokratisch: 45%B, 55%A; Fluss: 1 mL/min; Ofen: 40°C; UV.
Detoktion: 210 nm.

Methods 22 (LC-MB): Geritotyp M3: Mioromass ZQ; Gerlitotyp HPLC: HP 1100 Series; UV
DAD; Situle: Grom-Sil 120 ODB-4 HE 50 x 2 mm, 3.0 pm; Bluent A; Wasser/0,025% Amelsen-
shure/l, Eluent B: AcetonitriiN.025% Ameisensiqre; Gradient: 0-2.9 min 0-70%B, 2.9-3.1 min 70-
90%R, 3.1-4.5 min 70-909%8; Ofen: 50°C, Fluss: 0.8 mL/min, UV-Detektion: 210 am.

Methode 23 (HPLC): Gerktotyp HPLC: HP 1050 Series; UV DAD 1100 Serics; Biule Symmetry-
Prap™(Cyy, Firma Watems, 50 x 2.1 mun, 3.5 pm; Eluent A: Wasser/0.05% Triflaoressigsfioro, B-
luent B: Acetonitril; Gradient 0-9 min 0-100%B, 9-11 min 100%B, 11-12min 1000%B, m-
schlicBand Rogoncrstion der Chromatographicsiuls; Ofen: 40°C, Fluss: 0.4 mL/min, UV-
Detuktlon: 210 nm.

Methode 24 (quantitative *P-NMR-Spektroskopie)t Ungefithr 10 mg genan cingowogeane Pro-
bensubstanz und angafithr 20 mg gensu singswogenes 1,4-Dibromtetraflunrbenzo! werden o Pyrl-
din goltst und "F-NMR-spekiroskopisch vermessen. 8 - 74 (TFA) und -1320 (1,4
Dibromtetrafiuerbeumol) werden integriest und verglichen. Der TRA-Gehalt wird in Prozent TFA
der Masse der Probensubstanz sngegeben.

Methode 25 (Jonenchromategraphie): lonsnchromstographio-System mit Suppressor-Systom
und Lejtfithigkelisdetektor; Vorsitnle: A SUPP 4/5 Guard, Trennstiuje: A SUPP 5 4.0 x 250 mm;
Eluent: 3.2 mM Natriumoarbonat wnd 2.4 mM Natrtomhydrogencarbonat in Wasser; Fluss: 0.7
mL/min, Die Probe wird in Methanol (20% des finalen Probenvolumsns) geldet, im Ultrschallbad
3 min behandelt und mit Waseer aufgefilit. Dio Probe wird fiber eln jonenfleies Collulosoacetat-
Filicr (Por 0.45 pm) filtriert und injkxert. Quantifizierung gogen cxterns Stapdards (0.5 mg/L ~ 10
mg/L).

A
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Belsniel 1A

D-Loucyl-N'-{(38,65,125,155,1 8R,215,245,275,28R)-6-J(1.5)-2-amino-~} -hydroxy-2-cxosthyl}-18-
(3-{[amino(imino)methryljamino} propyl)-12-[(15)-1- hydraxyettyl}-3-(rydroxymetiryl)-24-[(ZR)-1-
hydroxy-2-methylprojyI}-21-isobuty}-15-[(15)-1-methylpropyl]-2,5,8,11,14,17,20,23,26-nonaoxo-
23-phenyl-1-0xa8-4,7,10,13,16,19,22,25-octaszacyoloootacosan-27-y1} -L~lsucinamid-bistrifivor-
acetat (Lysobectin)

Fermenimnilon:
Kultur Medium-

YM: Hofe-Malz Agar: D-Glucoss (4 g/l), Hofo Extrakt (4 g/T), Malz Bxtrakt (10 g/1), 1 Liter Lowa-
th Wasser. Vor dom Sterilisieren (20 Minuten bei 121°C) wird der pH auf 7.2 singestelit.

HPM: Mannit (5.4 g/), Heft: Rxtrakt (5 g/l), Fledschpepton (3 g/1).
Arbeitskonserve: Der lyophilisicric Stamn: (ATCC 53042) wird in SO mL YM Medium angoeogen.

Kolbonfermentatlon: 150 mL YM Medium oder 100 ml HPM Modiom in elnem 1 L Brlaomeyar-
kolban werden mit 2 mL der Arbeitskonsorve beimpft und fir 30-48 Stunden bef 28°C euf eincm
Schiitier bei 240 Upm wachsen golassen.
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30 L Fermepistion: 300 ml. der Kolbenfermentation (HPM Medhon) werden ;xm Animpfen einer
sterilen 30 L Nahrmodienldsung verwandt (1 ml Antifoam SAG 5693/1). Diese Kultur wind fitr 21
Stamden bei 28°C, 300 Upm wnd einer Beltiftung mit sterilar Luft von 0.3 vvm wachsen galsssen.
Dex pH wird mit 1 M Balzalure guf pH = 7,2 konstunt gehalten. Insgesamt werden withrend der
Kultivicrungzzeit 830 mL | M Salzghiure zngefiibet.

Hauptkaltur (200 L): 15 x 150 mL YM Mediom in 1 L Erlemmeyerkolben wordon mit 2 mL dee
Arbeitskonsarve beimpft und bel 28°C fiir 48 Stunden und 240 Upm ouf dom Schfittler wachsen
golassen. 2250 mL dicscr Xultar werdsn sum Beimpfen ciner sterilon 200 L Nihrmadienlsung
(YM) verwandt {1 mL Antifoam SAG 5693/1) und fir 18.5 Stonden bei 28°C, 150 Upsa und eher
Beliiftung i steviler Luft von 0.3 vvm wacheen golassen.

Zur Kontrolle des Fermentationsverlaufs werden stiindlich Proben (50 mL) cotnommen, 2 ml,
dieser Kulturbrithe werden mit 1 mL Mothano! (0.5% Trifluoressigsiiure) versetst und iber cinen
0.45 pm Filter filtriert. 30 pl disser Suspension werden mittels HPLC analyyiert (Mothode 18 und
Methode 19).

Nach 18.5 Stunden wird die Kniturbriho der Hauptknitur boi 17000 Uptn in Uberstand und Sadl-
ment getrennt,

Isolierung:

Der Uberstand (183 L) wird mit konzentriarter Triflucressigstitre bzw. Natronlango suf pH 6,57
cingestoltt und anf eino Lewapolsiulo (OC 1064, 60 L Inhalt) sufgetragen. AnschiieBongd wird mit
reinem Wasser, WesseoMethanol 1:1 und anschiieflend mit reioem Mothano! (mit 0.1% Triffuo-
resslgsiiure) clulert. Diese arganische Phase wind im Vakuum bis zu einom verbleibendon wissri-

gon Reat von 11.5 L oingeengt,

Dio verbleibende wilssrige Phaso wird an Kisselgel C,; gobunden und sufiotrennt (MPLC, Blotags
Flask 75, 75 x 30 cm, XP-C18-WP, 15-20 pm, Fiuss; 30 mL; Blueni: Acstonitril/ Wasser mit 0.1%
Triflaoressigsknre; Gradiant; 10%, 15% and 40% Acotonitril). Die 40% Acetonitril Phase, dis die
Hanpimenge von Beispiel 1A enthilt, wird im Vakunm eingeengt und enschlisBend lyophilisiart
(ca. 13 g). Dieses Festatoffgeminch wird in 1.2 g Portionen zunBohst an eines prparstiven APLC
(Methods 7), ansshlieBend durch Gelffitration an Sephadex LH-20 (5 x 70 cm, Acetonitrll/Wasser
1:1, jeweils mit 0.05% Trifluoressigsiturc) vnd oiner woltaren pripacativan FPLC (Methode 20)
getrenat,

Dicsor Prozess Hefort 2250 mg Beispiel 1A,
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Daa Sodiment wird in 4 L Acoton/Wasser 4:1 anfgenommen, mit 2 kg Celits versetzt, mit Trifino-
reasigeure auf pH = 6 eingestellt, musgrrtihrt und zonhrifugiert. Das Lésungsmittel wird im Vakn-
um oingeengt vod der Rickstaud gefriergetrocknot. Des echaltene Lyophilisat (89.9 g) wird in Me-
thanol sufgenommeon, abfiliriert, eingeengt und an Kioselgel (Methode 21) getrennt. Beisplel 1A
wird danach por Gelfiltration (Sephadex LH-20, 5 x 63 cm, Wasser/Acotonitril 9:1 (mit 0.05%
Trifinoresaigstinre), Fluss: 2.7 mL/min, Fraktionsgriifio 13.5 mL) zur Reinsubstanz aufigoreinigt.

Diescr Prozess liefert 447 mg Beispiol 1A.
HPLC (Methode 18): R = 6.19 min
MS (BSTpos): m/z = 1277 (+H)"

H.NMR (500.13 MHz, d-DMBO): § = 0.75 (d, 3H), 0.78 (4, 6H), 0.30 ¢, 3H), 0.82 (d, 3H), 0.90
(d, 3H), 0.91 (d, 3H), 0.92 (d, 3H), 0.95 (d, 3H), 0.96 (d, 3H), 1.05 (m, 1K), 1.19 (d, 3D, 1.25 (m,
28), 1.50 (m, 4H), 1.51 (m, ZH), 1.55 (m, 1H), 1.61 (m, 1H), 1.65 (m, 1H), 1.84 (r, 1R), 1.85 (m,
1H), 1.86 (m, 1H), 1.89 (m, 1H), 1,95 (x, 1H), 2.75 (m, 2H), 3.40 (m, 1H), 3,52 (m, 2H), 3.53 (dd,
1H), 3.64 (m, Z50), 3.66 (m, 11D, 3.68 (43, 1§), 3.73 (m, 2H), 4.00 (dd, 1H), 4.02 (bx., 1K), 4.13
(br., 1H), 4.32 (ad, 1H), 439 (& 1H), 4,55 (m, 1H), 4.75 (dd, 1H), 5.19 (4, 1H), 5.29 (4, 1H), 5.30
(br., 1E), 5.58 (m, 2K, 6.68 (m, 3H), 6.89 (d, 15), 6.99 (m, 3H), 654 (be., 15), 6.98 (4, 1H), 7.12
(br., 15D, 7.20 (br., 250), 7.23 (m, 2H), 7.42 (i, 2H), 7.54 (d, 1H), 7.58 (4, 1H), .32 (br., 1H), 9.18
(br., 15D, 9.20 (m, ZH), 9.50 (br., 1H),

BCNMR (125.77 Mz, dsDMSO): 3 = 10.3, 153, 19.0, 192, 19.6, 20.9, 20.9, 22.0, 22.4, 23.0,
23.2, 243, 24.4, 25.0, 25.4, 26.0, 27.8, 30.9, 35.4, 39.5, 40.8, 409, 41.6, 44.1, 51.5, 52.7, 55.9,
562, 56.4, 57.9, 58.8, 60.2, 61.1, 62.6, 70.), 71.6, 71.7, 75.5, 1281, 128.6, 136.7, 156.8, 1682,
170.1, 170.4, 171.2, 171.5, 171.9, 1722, 172.4, i73.7.

Die Zuordmung der Signale erfolgte nach der in der Literatur beachrivhenen Zinordmung (T. Kaio,
H Hinoo, Y, Terai, J, Antibiot.,, 1988, 61, 719-725),

Belspiel 24
Des(1-D-lencyl-2-L-leucyl)-lysobaotin-bis-triffuaracetat (Edman’ -4 bbauproduk)
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CH*_

HO\H,CF,

CHa HN o)

H

Lyacbastin-bistriffuoracetat (60.0 g, 39.88 mmol} wird umter Argonatmosphlire in Pyridin
(840 mL) goldet. Dann wird Phenylisothiooyanat (32,35 g, 239.28 mmol, 6 Aquivalente) zngoge-
ben und die Reaktfonsmischung bei 37°C fiir 7 h gerihrt. ApschieSend wird das Lasumgsmittel am
Rotstiongvordampfer bai 40°C Badicmporstur sbdestilliert. Der Rilckstand wird mit Mothy}-terr-
tutylethor (1400 mL) verscist und 30 min kitfig gerithrt. Dann wird Sber cino Glaafrtts (Poren-
weite 3, 13 om Durchmesper) sbgpsangt. Das Zwischoaprodukt (Edman®’-Abbauproduks) wird in
elner Rohansbouts vou 72 ¢ Isoliert und ohne Aufarbeitang weiter umgnaetzt,

Dazu wird das Rohprodukt unter Argonstmosphire in Triflooressigsiore (1026 mL) geldst und
30 min bei RT gerithet. Dann wird die Lisung am Rotationsverdampfor unter Valomm bei 20°C
Badtemperatur eingeongt. Der Rilckatand wird in Methyjers-butylether (1400 mL) aufgenommen
und 50 lengs kefiftig gartihrt, bis oin pulvrigee amorpher Feststoff emtstanden ist. Dieser wird mit
Vaknum Ober eine Fritte (Porenweite 3, 18 om Durchmesser) abfittriert, Der Festrtoff wird nun mit
Diethylother (1400 mL) gerfibrt und erneut abfiliriert. Disselbe Prozeduc wird mit 2 Portionsn
Dichlarmethan (je 900 mL) wiederholt. Das Rohprodnkt wird im Vakmm getrooknct. Man erhillt
58 g rohes Des(1-D-leuayl)-lysobactin-bis-irifluoracoiat (Bdman’*-Abbeuproduk),

Das Rohprodokt wird ohme weliers Aufreinipung unter Argonstmosphiire in Pyridin (1080 mL)
geldst, Damm wird Phonylisothlooyanat (107 g, 0.80 mol, 20 Aquivalents) zugegeben nnd die Reak-
tionsmisohimg wird bei 37 bis 40°C fiir 7 b gorithrt. AnschHallend wird das LOsungemitte! am Ro-
tationsverdampfor bel 40°C Badtemperutur abdestiltiert. Der Rilckstand wird mit Mothylvere-
butylether (1400 mL) versetzt und kriiftlg gerdhrt. Dann wird ther oine Glasftitte (Porenweite 3,
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‘13 om Durchmesser) abgesaugt. Das Zwischenprodukt (Rdman’’-Abbanprodukt) wird in einer
Roheusboute van 65 g isoliert und nech dem Trocknen im Olpumpenvakuum direkt unter Argon-
stmosphiire in Triffucressigsure (1240 mL) geltst und 30 min bei RT gertihet. Dann wird die La-
sung am Rotationsvordampfir unter Vekoum bei 20°C Badtemperater cingeengt. Der Riokstand
wird in Methyl-far#-batylefhor (1400 mL) snfgencmmen und so lange kriiftig gecfihrt, bis ein puly-
riger amorpher Feststoff entatrnden ist. Dicser wird mit Vakmun fiber eine Pritte (Poremrweito 3, 18
em Durchmesser) sbfiltriert. Der Feststoff wird nun zunlichst mit Disthylether (1400 mL), denn
mit Dichlormethan (1400 mL) gerQhrt und joweils abfiliriart. Maa erbillt 55 g dew rohent Produktes.
Dioses wird duroh priparative HPLC (Msthode 14) gereinigt. Man erhilt 28.55 g (56% d. Th.) der
Titelverbindung.

HFLC/UV-Vis (Mothode 23): R, = 4.71 min,

A (qualitatv) = 220 am (8, 255-270 (w).

LC-MS (Methode 22): R, == 1.65 min;

M (BSpow.): 'z (%) = 526 (100) (M + 2H¥, 1051 (15) (M + H".

Beignial 3A

(22)-2-{[(Beuzyloxyoarbony jamino}-3-{6-trillnormottyb pyridin-3-y1)-sceylaluremnotylostor

Clne

HN o~

=

L
FC” N

6-Triftuormethyl-pyridin-3-carbeldabyd (4.85 g, 27,70 xmal) und Mathyl-{[(beazyloxy)oarbonyT)-
smino}(dimethoxyphosphoryDecetat (9.17 g, 27.70 mmol, 1.0 Aquivalente) werden in THF
(70 mL) gelvst und anf —70°C gelhlt. Bei —70°C wird N.N,N,N-Tetramethylguanidin (638 g
55.39 mmol, 6.95 mL, 2,0 Aquivalenty) langsam zugetropft und dann 4 h bei -70°C, anschiiefiend
12 h bel RT gerlbrt Des Realdionsgemisch wird eingeengt, dann wivrd mit Bthylzcotat (2 x
100 mL) gegen Wassor suigeschiitolt, die versinigten organizohon Phesen werdon mit geslistipter
Kochsalzlisung gewaschen und iber Natrumsulfit getrooknet. Nach dem Einengen im Vakium
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wird das Robprodnlki chromatographiest (Kiseelgel, Bluent: Tolnol, dunn Toluwol/Bthylaootst 10:1),
" Ba werden 6.93 g (66% d. Th.) der Titolverbindung erbalien.

HPLC/UV-Vis (Methode 8): R, > 4.60 min,
HPLC/UV-Vis (Methode 9): B, = 4.54 min,

TH-NMR (400 MEE, de-DMSQ): § = 3.74 (s, 3H, OMe), 5.10 (s, 2H, CHy), 7.27 (s, 1H, Pyri),
7.33-7.38 (m, 5H, ArH), 7.94 (d, 7~ 8.5 Hy, 1H, PyrH), 3.27 {d, J= 8.5 Hz, 1H, Py:H), 8.93 (s,
1H, B-CH), 9.51 (s, 1H, NH).

LC-MS (Methods 7): Ry =2.44 min; M8 (ESIpos.): m/y (%) = 381 (100) [M + H)'; MS (BSIneg.):
m/x (%) = 379 (100) [M~HT",

HR-TOP-MS (Mothode 1): C;sHiN;OuFs [M + H]" ber. 381.1062, gef. 381.1063.
Beluplel 4A
N-[(Bonzyloxy)oarbonyl}-3-(6-trifnormathyl-pyridin-3-y[)-L-alanin-methylester

©\,0Y0

HN
x J IH,

P
F\C N
Die Verbindung ans Beispiel 3A (10,15 g 26.69 mmol) wird in Methanol p.a. (100 mL) golSat.
Mit ciner Kanfilo wird otwa 5 min Argna hindurchgoleitet, dann wird (+)-1,2-Bis-[(28,55)diethyl
phospholsno]benzen{cycloootadien)rhodium{l)-Triflat (289 mg, 400 umol, 0.015 Aguivalents)

zngogebon. Ea wird fiber 12 h bel 4 bar Wassorstofftfriack und RT hydriert. Damm wird ee Sber Kio-

selgur filtrlert (Mothsnol) und dey Eluat eingsengt. Des Rohprodukt wird chromatogmphiert (Kie-
solgel, Eent: Toluol/Ethylsootat 5:1), Es worden 9.9 g (97% d_ Th.) der Titolverbindung erbaltsn,

[ce]xe = —24° (2 = 0.093 in Methanol).
HPLC/UY-Vis (Methode 8): R, = 4.50 min.

HPLC/UV-Vis (Methodo 9): R, = 4.49 min.

o

(G
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"H-NMR (400 MHz, dsDMSO): § = 2.99 (dd, J= 3.5, 11.0 Hz, 1H, p-CH), 3.22 (dd, J= 3.5,
11.0 Bz, 14, P-CH), 3.66 (s, 3H, OMs), 4.40 (m, 18, «-CH), 4-97(1.211,05:).723(-::.2!1).
7.29-7.33 (m, 3H), 7.83 (d, J= 6.5 Hz, 1H), 7.93-7.98 (m, 2H), 8.65 (s, 1H, NH).

LC-MS (Methode 7): Ry = 2.40 nin; MB (ESTpos.): m/s (%) = 383 (100) M+ H[*; MBS (ESIneg.):
mfs (%)= 273 (100), 381 (50) [M~HJ.

HR-TOF-MS (Mothods 1): CgHisNOFs [M + HJ* ber. 383.1219, gef. 3831223,
Belspic} 5A
3-(6-Triffuormethyl-pyridin-3-yl)-L-alanin-methylostor

H,N\/ﬁ\o,cﬁ,

Die Verbindung aus Beisplel 4A (9.90 g, 25,89 mmo!) wird in Mothenol (100 L) geldst. Mit
einer Kanillo wird etwa 5 min Argon hinderchgeleitet, dann wird Pd euf Kohle (10%, 990 my)
zugegoben, Rs wird dber 12 h bed 4 bar Wasserstoffdruck und RT hydriert. Denn wird diber Kicacl-

gor filiriort, oingeengt wnd im Olpumpenvaknnm getrocknet, Ausbeute: 5.8 g (90% d. Th.) der
Titslvesbinchung,

[0]*% =+3° (¢ = 0.186 in Methanol),
HPLC/UV-Vis (Methode 8): R, 3.34 min,
HPLC/UV-Vis (Methode 9); R, = 3.22 min.

IR Vo (NBCI, cn™Y): 3415, 1734, 1339, 1136, 1087. |

THNMR (500 MEz, d;DMBO): § = 2.85 (dd, J= 5.5, 13.5 Hz, 1H, B-CH), 3.01 (dd, J= 55,
13,5 Hz, 1H, B-CH), 3.61 (s, IF, OMeo), 3.63-3.69 (m, 1H, a-CH), 7.52 (d, J= 7.5 Hx, 1H), 7.93
(d, J= 7.5 Hx, 1H), 8.61 (s, 1H).

LC-MS (Methode 7): B, = 1.74 min; MS (BSIpos.): m/r (%) = 249 (100) [M + HT".
HR-TOF-MS (Methode 1): C1aH;sN;05F; [M + CH;CN + H]* ber. 290,1116, gaf. 290.1122,

=5
Y,
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Beispis} 6

N-(tert-Butoxycarbonyl)-3-(fers-butyl)-D-aleayl-3-(6-trifluormethyl-pyridin-3-yl)-L-alanin-

mothyloster _
a2l on,
o
HN 0,CH,
e

H,C
HyC
H, = )
N\ N
F\C

Zu ciner Ldmmg der Verbindung sus Belspiel 5A (634 g 2554 mmol} wad N-(terr-
Butoxycarboryl)-3-tert-butyl-D-alanin (6.27 g, 25.54 mmol, 1.0 Aquivalents) in trockenem DMF
(240 mL) werden bei ~30°C langaem N-Methylmorpholin (12.92 g, 127.72 mmol, 14.04 ml.,
5 Aquivalente) und HATU (9.71 g, 25.54 mmol, 1 Aquivalents) gegoben, Das Reaktictagemisch
orwlimnit sich langsam (ca. 3 h) auf RT, wobed vollstindiger Umsatz mittels HFLG (Methode 9) be-
obachiat wird, Kaliumdihydrogonphosphat (34.76 g, 255.44 mmol, 10 Aquivalante) wird zugege-
ben, und des Roaktionsgemisch wird 20 min gerfilirt, anschlioBend wird os filtriert, mit Bthylacetat
verdilnnt und mit gesittigter witssriger NatrhumbrydrogenoarbonatiSsung (10 mL) gowaschen. Die
organische Phase wird mittels Natrlumsulfut gotrocknet, filtrlert und oingeengt. Das Robprodukt
wird mittels Flaghohromatographio (Klesolgel, Gmdient Cyclohexan/Rifrylacetat 10:1 bis 2:1) suf-
gereinigt, wobei man 9.74 g (73% d. Th,) der THelverbindung erhillt,

{a]'* = 7.0° (¢ = 0.044 in Methanol).

HPLC/UV-Vis (Methode 8): R, = 4.89 min,

HPLC/UV-Vis (Mothode 9): R, ™ 4.75 min,

IR Ve (NBCY, em™): 2959, 1742, 1655, 1520, 1336, 1160, 1136, 1087, 1050, 1027,

HNMR (500 MHz, d-DMSO): 8 = 0.74 (s, SH, tBu), 0.97-1.00 (m, 1H, -CH2), 1.20-1.35 (m,
1H, 8-CHZ), 1.35 (», 9H, OtBu), 2.99-3.05 (m, IH, 5-CH2), 3.23-3.26 (m, 1H, 5-CH2), 3.66 (s, 3H,
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OMe), 3.94 (m, 1H, a-CH), 4.60 (m, 1H, «-CH), 6.82 (d, J= 8.5 Hz, 1H, NH), 7.78 (d, J= 8.0 Hx,
1H, PyrH), 7.94 (d, J =8.0 Hx, 1H, PyrH), 8.34 (4, J= 8.5 Hx, 1H, NH), 8.64 (s, 1H, PyrE),

LC-MS (Methods 7): R, = 2.67 min; M8 (ESlpos.): /s (%) = 476 (100), [M + H]*; M8 (BSkeg ):
m/s () = 400 (80), 474 (40) M ~HT.

5 HR-TOF-MS (Mothode 1): CHasNsOsFs [M + HJ' ber. 476.2372, gof. 476.2364,
Belupisl 74
N-teri-Butoxyoarbonyl-3-fert-butyl-D-glanyl-3-(6-triftuormethyl-pyridin-3-yl)-L-alanin

HyC_-CH,
Hacqo/ )
he oo
Hy,C N,
H,C

Zn einer Losung der Verbindung sus Beispiel 6A (9.2 g 1.0 Aquivalents, 19.35 mmol) in THF

10 (360 mL) imd Wasser (100 mL) wird bel ~20°C sine Ldsung von Lithiumhydroxid-hydrat-(1.16 g,
2.5 Aquivalents, 48.37 mmol) In Wasser (20 mL) gogeben. Das Reaktlonsgerisch erwiiont sich
{ca. 1.5 b) suf +15°C, wobei vollsthndiger Urosatz mittels HPLC (Methode 9) beobachtst wird. Zur
Aufacbeitung wird Kaltumdibydrogenphosphat (26.33 g, 10 Aquivalents, 193.5 mmol) zugogoben
(cs. pH 7). Das Reaktionsgemisch wird fittriert und Im Vakuum aufkonzemiriort. Das Rohproduks

15  wird mitiols Gelohromatographie (Methode 10, Laufinittel Methsnnl/Aceton 4:1) aufigereinigt, wo-
bol man 4.72 g (53% d. Th.) Produkt arhilt.

%)% = +51.3° (¢ = 0.402 in Methanol).
HPLC/OV-Vis (Methode 8): R, ™ 4.63 min.
HPLC/UV-Vis (Mothode 9): R, = 4.55 min,

20 IR Veu (NaCl, om™): 3305, 2959, 1663, 1519, 1336, 1173, 1134, 1086.

7
T8
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"HNMR (300 MHz, de-DMEO): § = 0.77 (s, 9H, Bu), 1.06-1.13 (m, 1H, §-CH2), 1.23-126 (m,
1H, A-CH2), 1.34 (5, 9H, Oi8a), 3.01 (1, J= 11.0 Bz, 1K, S-CH2), 3.23 (tr d, J= 11.0 Hz, 1H,
A-CH2), 3.94 (t, J= 8.0 iz, 1H, &-CH), 4.42 (br s, 1H, o-CH), 6.90 (d, /= 8.5 Kz, 1H, NH), 7.74
(4, J=7.5 Hz, 1H, PyrH), 7.86 (4, /= 7.5 Hz, 1H, PysH), 8.00 (br s, TH, NH), 8.56 (s, 1H, Pyri).

LC-MS (Mothodo 7): R, =2.42 min; MS (ESIpos.): m/x (%) =406 (100), 462 (85) [M + HJ'; M8
(ESineg.): m/s (36) = 460 (100) M - HY".

HR-TOF-MS (Methoda 1): CnHaNyOsFs [M + K]* ber. 462.2216, gof. 462.2203,

Beispiel 84,
N-tert-Butoxycarbonyl-3-ters-butyl-D-alanyl-3-(6-trifluormethy}-pyridin-3-y1)-L-alamyl-
des(1-D-leucyl-2-1.-leucyD)lysobactin-trifluoracetat
HO“"
m:;x
/f"n
H,C CI‘ls o o =/NH H,
HyC o
H\,r |§| HN,,
H,C O
H,C

CHS NH:
3

Zu oiner LAsung der Vesbindung aus Beisplel 2A (7.00 g, 1.0 Aquivalents, 5,48 mmol) und Bei-
splel 7A (3.03 g 1.2 Aquivalents, 6.57 mmol) in trockencm DMF (119 mL) werdsn bei -30°C
langaam N-Meathyimorpbolin (2.77 g 3.01 ml, 5 Aquivalente, 27.38 mmol) und HATU (4.37 g
2.1 Aquivalente, 11.50 mmol) gogoben, Day Reakticnsgemisch erwérmt sich langsam (ca, 1 b) auf
RT, wobel vollstindiger Umsatz mittels HFLC/UV-Vis (Mathods 9) beobachtet wird, Die Reakti-
op wird mit Kabumdihydrogenphosphat (7.45 g, 10.0 Aquivalents, 54.76 mmol) gequencht. Das
Reaktjonsgemiych wird mittels Gelchromatogrephle (Msthode 10, Laufimitte] Methanol/Aceton
4:1) aufigereinigs, wobsi man 12.63 g (quant.) Produkt erhilit.
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HPLC/UV-Vis (Methode 8): R, = 4.78 min,
HPLC/UV-Vis (Methode 9): R, = 4.35 min,

LC-MS (Methode 7): Ry=2.28 min; MS (BSlpos.): m/s (%)= 697 (100) [M+2HJ, 1493 (15)
[M+ ET'; MS (ESIncg): mv's (%)= 745 (100) [M - 2H]*, 1491 (5) (M — BT

HR-TOP-MS (Methodo 1): CeHioiN16019F3 [M + H]" bar. 1493.7616, gef. 1493.7594.
Beispiel 9A wnd Beiplel 104

(25)-N(tert-Butoxycarbonyl)-3-(trimethylsilyDalenin ~ uwnd  (2R)-N-(tert-Butoxycarbonyl)-3-
(trimethrylaity)alanin

Dio Synthese erfolgt nach M. Mearget, K. Giinther, M. Bernd, B. Gtinther, R. Tacks, J. Organomet.
Chem. 2001 628, 183~194. Dio Tronnung der Enantlomere erfolgt durch pritparative HPLC an
chiraler Phaso: Gilson Abimed HPLC; Siule: Daiool Chiralpak AD-H 5 pm; 250 x 20 mm; E-
luent A: iso-Hexan, EluentB: 0.2% REasigsiure/]1% Wasser/2-Propenol; isokratisch: Fluss:
15 mL/min; UV-Dotektor 212 om. Die Zuordoung der Isomere orfolgt durch HPLC-Veorgleich mit

einer antheptischen Probe von N-(fsrt-Butoxyocarbomyl)-L-3-trimeitylsilylalanin (2R Verbindung,
Meroachem AMR 39.260).

Beispie] 9A
N-{tert-Butocyoarbonyl)-D-3-trimothylsilylalanin (28 Verbindung)

Tl _ﬁ)/[(

Chirals HPLC (Methode 15): R, = 4.16 min, o.0. > 99%.

[a]p® =+1.1 (c =0.83 in Mothanol)
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Bajapiol 104
N<(tert-Butoxycarboryl)-L-3-trimethylsilylalantn (2R Vorbindung)

H
H,o7£0’ 4
H,C HN\J\OH

H’c\sc
Hy,C CH,

Chirale HPLC (Mothode 15): Ry=9.27 min, 0.0. > 99%.
[a]p™ =-1.6 (¢ = 0.66 in MsthanoT)

Belapiel 114
Mathyl-N-{tert-butoxyoarbonyl)-3-(pyridin-3-yl)-L-aleatnat

e JUL
o

N

Die Horstellong erfbigt analog B. Nolsos, W. Steglick, Org. Synth. 1983, 63, 183-187,

(2S)-N-(tert-Butoxyoarbonyl)-3-(pyridin-3-yl)alanin (25.00 g, 93.88 mmol) wird unier Argon in
300 mL Dichlormethan gelSst. Methanol (114 ml, 9.02 g, 281 mmol, 3 Aquivalente) und ein
Kémchen DMAP werden hinrugefiigt, Dann wird die Mischung aaf 0°C geldiblt. EDC (19.80 g,
103 mmol, 1.1 Aquivalents) wird zugesstat. Nach 5 min. entfernt man das Risbad und Hsst tber 1
h bei RT rthron. Dann engt men im Vakmoum ein, verseizt den Rilckstand mit Ethylsootst und
sohfittelt gegen gesfitigte Natrivmhbydrogencerbonstltgung ans. Dis wilssrige Phase wind einmal
mit Bthylacotat nachextrahiert, dann worden die vereinigien orgmischen Phasen mit 0.3 M Citro-
nensture und snschiieBend pochmals mit gosSttigter Natriumhydrogencarbopatiisung gewnschen,
Dio organische Phase wird Sher Natriumsulfat getrocknet, filtriert und jm Vakoum ciugoengt. Ra
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verbleibt ein klares Ol, das beim Trockuen im Olpumpenvakaum kristallisicrt. Aasbeuts; 23.60 g
(90% d. Th.).

HPLC/UV-Vis (Mathods 9): R, =3.28 min.
LC-MS (Methode 7): Ry=1.21 rain, MS (BSIpos.): m/z (%) = 281 (100) [M + HJ".

'H-NMR (400 MHaz, ds-DMSO): 8 = 1.30 (s, 9H), 2.86 (m, 1H), 3.04 (m, 1K), 3.63 (s, 3H), 4.22
(m, 1E), 7.28— 7.39 (m, 2H), 7.69 (d, 1H), §.43 (m, 2H).

oln 2A

3-(Pyridin-3-yI)-L-alanin-methylester-bistrifluoracetat

HzN\J*OICHa Hoj_r(':F3

£
O
S

N H('.\\I.r(?Fa
O

Die Verbindung ang Beispiel 11A (11.8 g, 42.09 mmol) wird in Triflnoressigsiure in Dichlor-
methan (160 rL; 30%ige Lasung) goldst und 30 min. bel RT gorthrt. Dann engt man im Vakuom
ein. Der Rilckstand wird In atwas Wasser sufgonommen und lyophilisiert. Denn wird das Lyophil-
sat mit Toluol versetzt und im Vakuum cingeengt. Schlieflich wird bis zur Gewichtskonstanz im
Olpumpeovakyum getrocknet, Ausbeuto; 17.15 g (quant.),

HPLCAUV-Vis (Muthode 9): R, = 0.38 min.
LC-MS (Methode 7): R;=0.46 min, MS (BSIpos.): m/x (3) = 181 (100) [M + HJ".

'H-NMR (400 MHz, d-DMSO): § = 2.79 (dd, 1H), 2.92 (dd, LHD), 3.60 (s, 3H), 3.63 (m, 1H), 7.30
(m, 1H), 7.62 (d, 1H), 8.41 (m, 2H).
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Beisplel 134
Methyl-N-{tert-butaxyoarbonyl)-3-(trimethylsilyl)-D-alanyl-3-{pyridin-3-y1)-L-alaninat

HCO

HC-..

Dle Verbindung sns Boispiel 9A (1031 g, 35.4 mmol) und die Verbindung aus Belspicl 12A
(16.10 g, 39.4 mmol, 1 Aquivalent) werden bei 0°C in DMF (186 mL) geltat. Dunn werden
N-Methylmorpholin (17.34 mL, 16.00 g 4 Aquivalents) und HATG (2249 g, 59.16 mmol, 1.5
Aquivalents) zugosotzt. Dor Ansatz wird zwei Stundem bei RT gerfihrt. Man versetzt mit terr-
Butylmethylother und wilscht mit gesiitigter Natriumcarbonstlfsung, Die wilasriga Phase wird
einmal mit tert-Butylmethylether nachoxtrahiort, dann werdan die vereimigtan organischen Phasen
mit 1 & witssriger Citronensiure sowie ebermals mit gesittigter Nudtiumcarbonatibsnng gews-
schon, fibor Natriumsulfit gstrooknet, filtriert und fm Vakuum eingoongt. Es wird Gber Kiosolgol
filtriert (Cyolohenan/Bthylavetst 2:1). Ausboute: 14.1 g (84% d. Th.).

HPLC/UV-Vis (Mcthode 9): Ry 3.91 min,
LC-MS (Methodo 7): Ry = 190 min, MS (ESIpos.): m/x (%) = 424 (100) [M + HJ".

'H.NMR (400 MHz, dsDMSO): & = -0.09 (s, SH), 0.56 — 0.75 (m, 2H), 1.47 (s, SH), 2.90 (dd,
1H), 3.09 (dd, 1K), 3.62 (s, 3H), 3.98 (m, 1H), 449 (m, 1H), 6.68 (d, 1X), 7.26 (dd, IED, 7.6) (m,
1H), 8.20 (d, {H), 8.40 (mn, 2H).

}62
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Beisplel 14,
N~{tert-Butoxycarbonyl)-3-{trimothylsily})-D-alany}-3-(pyridin-3-yI)-L-alanin
HC  cH
o) Ox-OH
He j’
'h N
H,Cs. ——
HJYALH‘ \ é
Dis Vul;hd\mgmBokpinllSA (7.4 g, 17.56 mmol) wird in THF/Wasser (6:4) aufgencmmen,
auf 0°C gokithit und mit Lithiumhydroxid-Monohydrat (1.47 g, 35.13 mmol, 2 Aquivaients) ver-
setet, Man Hisat bel 0°C rihren. Nach einer Stunde wird ein weiteres Aquivalent (0.74 g) Lithium-
hydroxid-Monaliydeat sugesstzt und einp weltare Stunde gartifirt. Mun destilliort den GroBtell des
THF im Valkoum ab, witscht mit zwei Partionen MethylHers-butyletbor und stellit dana die wisgri-
go Phase durch Zusatz von Ciironensiiure auf pH 4, Bin Feststoff fllt sus, Bs wird mit dred Portio-
nen Ethylacetst extrahiart, wobei gich der Feststoff Ioat. Dis vereinigten organischen Phasen wer-

den iiber Netriomsulfst getrocknet, filtriert und singoongt. Das Rohprodukt wird durch Gelohroma-
tographls (Misthodo 3, Flieenitiel: Methanol) gorsinigt. Ausbete: 6.67 g (93% d. Th.).

HPLC/UV-Vis (Methode 9): R; = 3.73 min.
LC-MS (Methode 7): R, = 1.68 min, MS (ESIpos.): m/s (34) = 410 (40) [M -+ H]*,

THNMR (300 MHz, dp-DMSO): 8 = -0.090 (s, 9H), 0.56 — 0.75 (m, 2FD), 1.35 (g, 9H), 2.90 (dd,
1H), 3.09 (dd, 1), 3.98 (m, 1H), 4.41 (m, 1H), 6.70 (d, 1), 7.26 (dd, 1H), 7.60 (n, 1H), 8.00 (d,
1H), 3.37 (m, 2H).
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Belspiel 134,

N<(tert-Butoxycarbonyl)-3-{trimothyLuityf)-D-slany]-3-(pyridin-3-yI)-L-alany}-des(1-D-lenoyl-2-1-
leugyl)-lysobactin-trifiuoracetat

H,C cH,

e ”ﬁ {U\j’\

Dis Vorbindung sus Beispiel 2A (3.00 g, 2.35 mmol) uwnd die Verbindung ans Bolspiel 14A (1,44
& 3.52 mmol, 1.5 Aquivelente) werden in DMF (50 mL) gelost und suf 0°C gekithit. Dann werden
zandichst 4,7 mL (4.7 mmol, 2 Aquivalente) einer 1 M LAsmg von 4-Msthylmorpholin in DMF
xugogsben. AnschlisBend wird sofort HATU (1.52 g 3.99 mmo, 1.7 Aquivalents) zugegeben und
15 min bei 0°C geriihrt. Daon werden weitore 4.7 mL (4.7 mmol, 2 Aquivalento) der 1 M Lsung
von 4-Methylmorpholin in DMF 2mgetropft, Der Ansatz wird dann 2 h bei RT gertint. Dus Roh-
prodult wird gelchromatographiert (Mothode 3). Das Produkt wird ohne Feinreinigung weiter um-
gosetzt, Ausboute: 3.6 g (82% d. Th.).

H

HPLC (Methode 9): Ry = 3.90 min.

LC-MS (Methode 7): Ry = 2.00 min, MS (ESIpos.): mvs (%) = 721.8 (100) [M + 2 H*; 1442.1 (5)
[M+H]"

Alternatives Verfahren: Die Vorbindung aus Beispiol 2A (14.00 g, 10.95 mmol) und dis Verbin-
dung aus Beispiel 14A (5.38 g, 13.14 mmol, 1.2 Aquivalents) werden in DMF (280 mL) gaitist und
auf - 20°C gokihit Dann wird N-Mothylmorpholin (5.54 g 6.02 ml,, 5 Aquivalents) zugegsben
und anschlieBend HATU (6.66 g, 17.52 mmol, 1.6 Aquivalents). Der Ansatz wird langsam anf RT

)64
&e’s
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erwitrmt und ber Naokt (ca. 16 h) gerfibrt. Dann wird Kaliumdihydrogoophosphat (14.91 g, 10
Aquivalents) unter Rithren zagesetxt wnd 30 Minuten weitetgerithrt Das Rohprodukt wird gelch-
romatographiart (Methode 3, FlieBmiitel: Methanol). Das Produkt wird obno Feinroinigung weiter
nmpesetzt. Ausbents: 14.35 g (61% d. Th.).

H._.0
c
H’H%

CH,

2,2-Dimethy}-1-butanol (4.0 g, 39 muol) wird in Dichlormethan (136 mL) goltst und mit Alumi-
ninmoxid (7.98 g, 78 mmol, 2 Aquivalente) und mit Pyridintemchlorochramat (16.88 g, 78 mmol,

10 2 Aquivalents) versetzt. Der Ansatz wird bel RT 1 h gartihrt und denn @iber eine Schicht Kieselgel
filtriert. Des Flitrat wird vorsichtig eingsongt, und der Rilokstand wird bei Normaldrack destiltiert
(Siedepuakt: 102°C (990 mbar)). Avsbeute: 2.97 g (75% d. Th.),

5 Beispie] 163
2,2-Dimstiy}-1-butanal

GC-MS (Methode 17): R, = 2.21 min, MS (ESlpos.): m/x (%) = 99.9 (5) MT";

"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 0.83‘(t. 3H), 1.03 (s, 6H), 1.51 (%, 2H), 942 (3, 1B).
15 DBeisplel17A

MothyH(22)-2- {[(bouzyloxy)carbonyl]amino}-4,4-dimethylhex-2-enoat

U,

H,c °
H, c \CH“
H,C 0

Dio Verbindung sus Belsplel 16A (2.55 g, 25.46 mmol) und Mothyl-{{(benzyloxy)carhomyl}-
amino}(dimethoxyphosphoryl)-acetet (8.43 g, 25.46 mmol) worden in 50 ml THF gelbst und anf
20 0°C gekihlt, NN.N' N'-Tetramethylguenidin wird zugetropft, dann wird erst 1S min. bet 0°C und
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anschlieBend 5 Tago bel RT gortihet. Der Ansatz wird mit etwa 20 g Klosalgel versotat, cingoongt
md_ chromatographiert (Kieselgel Biotage 40M, ZIF-SIM, Cyclohexan /Ethylacetat 87:13),
Ausbeute: 1,20 g (13% d. Th.).

HPLC (Msthode 9): R~ 3.71 min.
MS (DCI): m/x (%) = 323.3 (100) [M + NH,].

'"H-NMR (400 MHz, CDCly); § = 0.83 (m, 3H), 1.13 (s, GE), 1.49 (g, 2H), 3.75 (br 8, 35), 5.72 (br
s, 1H), 6.58 (br s, 1H), 5.12 (s, 2H), 7.36 (m, SH).

Belsplel 18A
Methyl-N-[(benzyloxy)carbonyl}-4,4-dimethyl-D-norfeucinat
_CH,

) cH,
HCH,

Dis Verbindung aus Belspiel 17A (1.2 g, Rohprodukt, 3.26 mmol) vrird in Btheno] p.a. (60 mlL)
geldst. Mit eincr Kautle wird etwa S min Argon hindurshgelaitet, dano wird (+)-1,2-Bis-[(2R5R)-
diethylphospholano]borea(cyolooctadien)hodium(T)- Triflat (28 mg, 0.04 mmol, 0.012 Aquivs-
Jente) zngegeben und im UltreschalTbad goldst. Bs wird fiber 24 h bei 3 bar Wasserstoff-dnuck und
RT hydriest, Der Ansetx wird eingeongt und chromatographiert (Kissalgel Biotage 25M, Cyclohs-
xan/Ethylacetat 9:1). Ausboute: 920 mg (92% d. Th.).

HPLC (Mothodo 9): R = 4.96 min,
LC-MS (Methode 7): R, = 2.76 min; MS (ESIpos.): m/k (%) =308 (?5) [M + H]".

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 5 = 0.80 (t, 3H), 0.86 (s, 6H), 1.29 (q, 2H), 1.4} (dd, 1K), 1.73 (dd,
1H), 3.72 (s, 3H), 4.40 (m, 1H), 5.02 (4, 1H), 5.11 (m, 2H), 7.35 (m, 5H).
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Beispicl 194

N-{(Benzyloxy)carbonyl}-4,4-dimstiryl-D-norlencin

q H
DS
° CH,
cHCH,

In THF (12 mL) wird die Verbindung sus Befspiel 18A (915 mg, 2.98 mmol) geltist. Dis Lisung

5 wird enf 0°C gekithlt, dann werden 3.7 ml (7.4 ruol, 2.5 Aquivalente) einer 2 M Lisung von
Lithiumhydroxid-Monohydrat in Wasser zngegeben und 1 h kriiftig gerQihrt. AnschiisBond wird
Citronensiiure (1 M) bis zor sauren Razktion zugetropft nnd das Geasisch mit Ethylacctat extra-
hioet. Der organische Extrakt wird iber Natrivmeulfut getrocknst, cingeengt und chromatographiert
(Mettods 16). Ausbeute: 434 mg (50% d. Th.).

10 HPLC (Methods 9): R, ™ 4.54 min.
LC-MS (Methods 7): R, = 2.44 min, MS (ESIpos.); m/x (%) = 294 (20) [M + H]".

'H-NMR (400 MHz, d,-DMSO): 3 = 0.80 (t, 3H), 0.83 (s, G, 1.21 (g, 2H), 1.53 (dd, 1H), 1.60
(dd, 1H), 3.99 (m, 1H), 5.02 (s, 2H), 7.35 (m, 5H), 7.58d, 2H), 12.52 (br 5, 1H).

Beajsyie] 20A
15  Mothyl-N-[(benzyloxy)carbonyl]-4,4-dimethyl-D-norleusy)-3-(pyridin-3-yI)-L-alaninat

Cr? /J;LYH\)L on,

Die Verbindung aus Belspiol 19A (430 mg, 1.47 numol) und die Verbindung ans Beisple] 12A (809
mg, 147 mmol, ] Aquivalent) werden bei 0°C in DMF (5 ml) grlost, danp werden 4-



10

15

WO 2006/04813% . PCT/EP2005/011363

Methylmorpholin (644 I, 5.86 mmol, 4 Aquivalante) und HATU (836 mg, 2.20 mmol, 1.5 Aqui-
valente) zugesotzt, Dor Ansatz wird drei Stunden bel RT gerfihrt. Man versotzt mit Ethylacetat und
wischt mit gesdttigter Natriumhydrogencarbonatisung. Die wilssrige Phase wird cinmal mit B-
thylacotat cxtrabiort, dann werden dio veremigter argmnischen Phasen mit 1 M wilssriger Citronen-
shure sowie abermals mit geadttigter _Natlmnltydmgﬂmarbmnﬂbmng gowaschen, ther Natrium-
sulfiat getrockmet, filtriort und im Valanmn eingoengt. Der Rickstand wird chromatographiert (Me-
thode 16). Ausbeuto: 496 mg (74% d. Th.).

HPLC (Mothode 9): R, = 3.94 min.
LC-MS (Methode 7): Ry = 1.85 min; MS (ESIpos.): m/z (%) = 456 (100) [M + HJ",

"H-NMR (300 MHz, d-DMS0): 5 = 0.80 (m, 5H), 1.10 (m, 3H), 1.30 (dd, 1H), 2.91 (dd, 1H), 3.12
(34, 1), 3.30 (s, 3H), 4.02 (m, 1H), 4.51 (m, 1K), 5.01 (d, 1K), 5.06 (3, 1H), 7.22 (44, 1H), 7.30
(m, 5H), 7.63 (m, 1H), 8.40 (m, 2H). '

Bejsplel 214
N-<{(Banzyloxy)oarbormyl]-4,4-dimethy}-D-norleuoyl-3-(pyridin-3-yI)-L-slanin

o

In THF (5 ml.) wird dis Verbindung aus Beispiel 20A (490 mg, 1.08 mmol) geldst. Die Lésong
wird anf 0°C gekihit, dann werden 1,35 mL (2.7 mmol, 2.5 Aguivalente) ciner 2 M Lisung von
Litiiumhydroxid-Mosohydrat in Wasser mugegsben und 1 h keiftig garthrt. Dans wird Citronen-
stiure (1 M in Wasser) bis zur sauren Reaktion zugptropft und das Gemisch mit Ethrylacetst extira-
hiert. Der orgruische Extrakt wird Gber Natriumsulfut getrocknet und eingocugt, Ausbeute: 484 mg
(queat.).

HPLC (Mothodo 9): R, = 3.76 min.

LC-MS (Methods 7): R = 1.88 min; MS (BSIpos.); m/x (%) = 442 (100) M + H}".

%

\&P
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' NMR (400 MHz, ds-DMSO0): 5 = 0,70 (m, 9H), 1.14 (m, 3H), 1.30 (dd, 1H), 2.64 (4, 1H), 2.75
(, 1H), 2.89 (4, 1ED, 3.11 (dd, 1H), 4.03 (m, 1H), 4.45 (tn, 1E), 4.98 (d, 1H), 5.05 d, 1¥), 7.22
(dd, 1H), 7.30 (m, SH), 7.61 (m, 1H), 8.40 (m, 2H).

Baisplel 224

N-{(Benzyloxy)carbormyl]-4,4-dimethy}-n-norlencyl-3-(pyridio-3-yl)-L-alamy*-dea(l-D-loucyl-2-L-
Ieucy!)-lysobaotin-triflaorscetat

HO““
N
/lm, cH‘
A
0=='-f H
0 CH
° 0 o . OsnH 3
HN,, } HO\H,CF,
_ HO L
c
N\

h
H,C 3 H (o)

\(GH,
HC  CH, Hy CH,  HN._ _NH,
T

Die Verbindung avs Belspiel 2A (0.28 g, 0.22 mmol) und die Verbindung aus Belaplel 21A (143
mg, 0.33 mmol, 1.5 Aquivaleniv) werdan in DMF (4 L) geldst und auf 0°C gekithjt. Dann werden
zuniicht 0.47 ral, (0.44 mmol, 2 Aquivalents) einer 1 M L3sung von N-Mothylmorpholin in DMF
zugogobon. AnschiieBend wird sofort HATD (141 mg, 0.37 mmol, 1.7 Aquivalents) zogegeben
und 15 min bei 0°C gertilnt. Danm werden woitere 0,44 mi. (0,47 mmol, 2 Aquivalents) der ! M
Losung von 4-Methylmorpholin in DMF mgetropft. Der Ansatz wird dann iber Nacht bei RT
gerlint. Der Anpatz wird an Sophadex LH 20 gereinigt (Methods 3, FlieBmittel: Methanot). Dea
Rohprodukt wird mittols peitparativer HPLC (Methods 13) aufgoreinigt. Ansboute: 149 mg (43% d.
Th.).
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HPLC (Mwthode 9): R, * 3.93 min.

LC-MS (Mothode 7): B, = 2.13 min, MB (BSIpos.): m/A (%) = 7374 (100) [M + 2H]*, 1473 (2)
M+H)*.
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3-tert-Butyl-D-alanyl-3-(6-triftuormethyl-pyridin-3-y1)-L-alanyl-des(1-D-loucyl-2-L-loucyl)-
fysobactin-bistrifluorecotat

Zu olper Lisung dor Verbindung sus Boispiol 3A (10.3 g, 1.0 Aquivalente, 4.48 mmol, Rohpro-
duki) in Dichlormethan (150 mL) witd bei RT lsngyam Triffuoressigstiure (£50 mL), zgetropft.
Das Reaktionsgemisch wird bei RT gorithrt (10 min), wobej vollstindiger Umsatz mittols HPFLC
(Mothode 9) beabachtet wird. Das Reaktionsgemisch wird am Rotwtionsverdampfor eingecngt und
mittols priiparativer HPLC (Methods 11) mifgereinigt, wobel man 3.48 g (48% d. Th.) Produkt
orhiilt,

HPLC/UV-Vis (Methode 8): R, = 4.03 min,
HPLC/UV-Vis (Methods 9): R, = 3.64 min.

LC-MS (Metbodo 7): R,=1.69 min; MS (BSlpos.): m/r (%)= 697 (100) [M+ 28", 1393 (5)
(M + H]"; MS (ESIneg.): mk (9%6) = 695 (100) M ~ 2H]™, 139} (20) M —HT~.

YPNMR (400 MHz, diePyridn): § = 67 (ArCR), -74 (CR/COOH), -132 (1,4
Dibromtetraflucrbenzol als Referenz). Gohalt TFA: 14.3 Gew.-%.
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FR-MS (Mothodo 1): CgHaNi6O1:Fy [M + HJ* ber. 1393.7091, gaf. 1393,7119,
Belspial 2

3-(Trimethylailyi)-D-alanyl-3-(pyridin-3-yl)-L-alanyl-des(1-D-lencyl-2-L-loucyl)-lysobactin-tris-tri-
fluoracetet

ONH,

HO w

o oH,
N,
HO. CF.
HN
WP ” T

NH,
\ﬂl

Die Verbindung asus Beisplel 15A (9.12 g, 4.93 mmol, Rohprodukt) wird in Triflucressigsliure in
Dichlormethan (65 mL; 30%ige Lisung) anfgenommen. Der Ansatz wird bel RT fir 20 min go-

rithrt. Das Lasungsmitie]l wird sbdestilliert. Der Riickstand wird im Olpumponvakuum getrocknet
und demn chromsatographisch geceinigt (Methode 14). Ausbeuts: 5.54 g (6796 d. Th.),

HPLC (Msthode 9): R, = 332 min.
LC-MS (Methode 7): R, = 1.41 min, MS (ESIpos.): m/s (%) = 671.7 (130) [M + 2 H)*,
HR-TOP-MS (Msthode 1); CellyNis01:8i [M + HJ" ber. 1341,6987, gef. 1341.7019.

'HNMR (500 Mk, dy-Pyridin): & = —0.172 (s, 9H), 0.611 (&, J = 6.9 Hz, IH), 0,381 (d, J =
7.9 Hz, 3H), 0.948 (4, 7= 6.3 Hz, 3H), 0.954 - 0.997 (m, 6H), 1.135 (4, J= 6.0 Hz, IH), 1.208 (m,
2H), 1.361 (d, /= 5.4 Hz, 3H), 1.439 (m, 1H), 1.497 (m, 1H), 1.953 (m, 2H), 2,04 (m, 1H), 2.154
(w, 3H), 2.372 (n, 3K, 3.111 (m, 1H), 3.266 (m, JH), 3.563 (d, J*= 14.95 Hz, 1H), 3.726 (dd, /=
122, 14.95 Hz, 1H), 3.840 (d, J=9.6 Hz, H), 3.960 (m, 1H), 4.152 (m, 1E]), 4.198 {m, 1H), 4278
(rn, 1H), 4.382 (m, 1H), 4.488 (m, 1H), 4.565 (4d, J = 9.5, 9.6 Hz, 1H), 4.628 (m, 1K), 4.630 (m,
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1H), 4.779 (3, J= 13.2 Hz, 1H), 5.069 (m, 1H), 5.159 (34, J = 9.3 Hz, 1H), 5.264 (m, 1), 5.362
(5, 1H), 5.98 (d, J= 9.9 Hz, 1H), 6.351 (dd, J = 8.5 Hz, J = 8.7 Fiz, 1H), 7.163 (m, 1K), 7.246 (m,
1H), 7.382 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 7.512 (m, 2H), 7.583 ~ 7.614 (m, ZD), 7.728 (m, 2H), 7.90 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 8.126 (m, 3H), 8.341 (m, 1H), 8.576 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 8.695 (m, 2H), 8.793 (m,
1H), 9.139 (be s, 1H), 9.715 (m, 1H), 10.957 (or s, LH), 11,268 (br 5, 1H).

BC-NMR (126 MHz, dyPyridio): 8 = —1.8, 11.08, 15.84, 18.8, 18.8, 19.79, 20.89, 20.93, 21.6S,
2338, 24.78, 26.57, 26.88, 28.80, 31,04, 34.06, 36.84, 40.95, 41.25, 4438, 50.94, 52.82, 55.99,
56.10, 36.74. 58.40, 59.10, 60.34, 60.72, 62.33, 62.55, 70.72, 72.06, 75.58, 75.65, 123.66, 128.25,
128.95, 129.80, 132.39, 136.77, 137.18, 149.17, 158.11, 162.15, 162.41, 162.70, 162.96, 169.01,
169.69, 170.21, 172.57, 17327, 173.44, 173.66, 174.07, 17436, 175.34, 175.56.

BP.NMR (400 MHz, ds-Pyridin); 8 = ~74 (CFsCOOH), —132 (1,4-Dibrontetrafluorbonzo) als
Referenz). Gehalt TFA: 19.3 Gew.-%.

Dic Struktur ist durch eine Einkristall-Rontgenstrukturanalyse bestitigt,
Belaplel 3

3-(Trimethylsilyl)-D-alany}-3-{pyridin-3-yf)-L-alanyl-des(1-D-leucyl-2- ~leucyl)-lysobactin-tris-
methensulfonat

iy

o= F—lao 0““ o—§-o
zm 7(\ - O~H
o=/ N g

o CH,

I"' HN} ?H'
0=§=0

— |
c P g-u
e HN.__NH,

H

172
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3-(Trimethylsily])-D-alamyi-3-(pyridin-3-yl)-L-alanyi-des(1-D-leucyl-2-.-leucyl):lysobactin-tris-tri-
flucracetst (447 mg, 027 mmol) wird in 22 mL Wasser gelsst. Methansulfonsiure (70%4g) wird
zogegebon. Der Ansaty, wird kriftig gerhet und dana iyophilisiest. Des Lyophilisst wird mit Was-
sor (3.4 mL) sufgenommen und 70%ige Nuiriummethansulfonstlosung (0.9 mL) wird mgesstt. Es
wird 10 min bei RT gortihrt. Dann wird des Produkt abzontrifugiert, Man erhillt 472 mg Robpro-
dukt.

Aug mehreren Ansiitzen vereiigte Rohprodukie (fusgegamt 1053 mg, 0.63 mmol) werden in Was-
ser (5 mL) suspendiert und bel RT fir 4 Tago gorfihrt. Es wird orneut abzentriftigiert und der whal-
teno Feststoff im Vakoum gotrocknot. Man erhillt 575 mg (55% d. Th.) des Produktes,

HPLC (Mothods 9); R, = 3.30 min.

LC-MS (Methode 7): R, = 1.49 min, MS (ESIpoa.): m/r (%) = 671.8 (100) [M + 2 HP* 1342.1 (5)
[M+HT"

'H-NMR (500 M, dsPyridin): § = -0.170 (s, 950, 0.702 (4, J = 6.3 Hz, 3H), 0.867 (d, J =
6.1 Hz, 3H), 0.972 (d, /= 6.2 Hx, 3H), 0.966 - 1.069 (m, 95D, 1.186 (d, J= 6.5 ¥z, 3H), 1.315 (m,
2H), 1.448 ~ 1.501 (m, 6H), 2.010 (m, 1H) , 2.084 (m, 3H), 2.180 — 2,365 (m, 4H), 2.540 (m, 1H),
3.082 (s, SH), 3.166 (m, 1E), 3.325 (m, TH), 3.623 (d, J= 14,05 Hz, 1H), 3.865 (dd, J= 13.7,
14.05 Hz, 1H), 3.967 — 3.986 (m, 2H), 4.257 (m, 1H), 4.339 (m, 2H), 4.410 {m, 1H), 4.566 (m,
1H), 4.591 — 4.686 (m, 2H), 4.75 (d, 1 H, /= 12.1 Hz, 1H), 4.859 (m, 1H), 5.086 (m, LK), 5.229
(ta, TH), 5.348 (m, 1H), 5375 (s, 1H) 6.02 (4, J = 10.0 H, 1K), 6.403 (m, 1H), 7.068 (d, J =
9.8 Hz, 1H), 7.222 (m, 3H), 7.544 (m, 3H), 7.625 (m, 1H), 7.681 (m, 1H), 7.830 (d, /= 7.6 Hz,
1H), 7.921 (d, J = 9.35 Hz, 1H), 8.071 (m, 2H), 8.188 (br s, 1H), 8285 (br s, 1H), 8.420 (d, J~
8.4 ¥z, 1H), 8.614 (d, /= 4.0 Hz, 1H), 8,701 (m, 1H), 8.874 (br s, 1H), 10.175 (m, 1H), 10.279 (m,
1H), 10.941 (br &, 1H).

¥pNMR (Pyridin, 400 Mz, Methodo 24): 8 =74.0 (s, TFA, 0.20), —132.0 (s, 1,4-Dibromiotra-
fluorbenzol, 1000.0), TFA = 0.02 Gow.%.

Altergatives Varfhhren; 32 ¢ Dowex 1X8-400 (HCI-Form) werden in sine Sinls gepackt (35 mm
Durchmesser), Ca. 60 ml 1 M Natriumbydraxididsung werden dber dio Situle gegeben, gefolgt von
60 ml, HPLC-Wasser, Dann wird mit 60 mL 1 M Methmsulfonsiiure kanditioniert and anschlie-
Bend mit ungefihr 100 ml Wasser bis zur neutralen Resktion des Eluats geweschem. (Macheroy &
Nage] Tritest). Dann werden 2.00 g (1.19 mmol) 3-(Trimethylsityl)-D-alanyl-3-(pyridia-3-yl)-L-
alany}-des(1-D-leuay]-2-L-leucyl)-lysobaotin-tris-triftuoracetat (Belspiel 2) in 90 mL Wasser geldet
und dio LSsumg aufigegebon und langesm cloiort. Dis Siule wird mit ca. 20 mL Wasser nachge~

o
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split. Produkthaltige Elvate werden vercimigt, feinfiitriert (Porengr88e 0,20 jim) und lyophilisiert.
Dio Siule wird ement konditioniert und wicdarverwendet. Man erhlllf 1,79 g (1.10 mmol, 92% d.
Th.) Beispiel 3 ans 2000 mg (1.19 mmo]) Beispicl 2,

Beinplel 4

4,4-Dimethyl-D-norleucy}-3-(pryridin-3-yl)-L-alany}-des(1-D-lsucyl-2-L-levcyl)-lysobactin-tris-tri-
fluoracetat

NH
\g/ /'lln r)}‘t
NH H,

Dio Verbindung sus Beispiel 22A (149 mg, 0.09 mmol) wird in Methanol/eathaltend 0.05%
Trifluoressigsfure (10 mL) geldst. Paliadium ruf Aktivkohle (10%ig; 20 mg) wird zngogoben,
dann wird insgesamt 2.5 h bel RT und Nonnaldruck mit Wasserstoff hydriert. Das Robprodult
wird vom Katelysator abfiltriert und das Filtrat elogeengt. Der Rickstand wird chromatographisch
gereinigt (Methods 13). Ausbeute: 68 mg (46% d. Th.),

HPLC (Methode 9): R, = 3.29 min.

LC-MS (Mothode 7); R, = 1.49 min, MS (BSTpos.): m/s (%) = 671.0 (100) [M +20J*, 1340 (5) M
+H]Y.

HR-TOF-MS (Mothods 1): CoHaeN1¢O1r (M + H]" ber, 1339.7369, gef. 1339.7368.
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Bejspiel S (Vergloichsboispiel)
3-tort-Butyl-0-alamyl-3-(pyridin-3-yT)-L-alanyl-des{1-D-leusyl-2-L-Jeucy lysobactin-tristrifiuoy-

o ={"NH H,
o) O CHy
] } HO.__CF,
g N hg

(Trimethylsilyl)-D-alszyl- 3-(pyridin-3-y1)-L-slznyl-des(1-D-lousyl-2-L-leucyl) ysobastin-tris-
hydrochlorid :
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° NH,

HO w

HO _L 7@%
0 g Od”}iQGH
N NHuN, ° ’
" Hy )/fuj' A \/ﬁ\u p

H’QH—-'G?I _ HO CH,
[ he CH, HN

N\ NH,
X3 HCI . \Lg

32 g Dowex 1XB-400 (HC}-Form) werden in cino Stale gopuckt (35 mum Durchmesser), Cx 60 mL
1 M NatriumhydroxidiSsung werden dber dio Skule gogeben, gefolgt von 60 wLl HPLC-Wasser,
Dano wird mit 60 mL 1 M Salméure konditionicrt und snachlisBend mit ungefilr 100 s, Wasscr
bis zur noutmlen Roaktion dos Elusta gowaschen. (Macherey & Nagel Tritost). Dann werden 2.00
g (1.19 mmol) 3-(Trimethylsilyl)-D-alanyl-3-(pyridin-3-yD)-L-almyl-des(1-0-leucyl-2-L-leucyl)-
lysobaotin-tris-triflvoracetat (Beisplel 2) in 90 mL Weaser goltst wd die Listng sufgsgoben und
langsam cluiert. Die SHule wird mit ca. 20 mL Wasser nachgespliit. Produkthaltige Eluate werden
vorelnigt, foinfiltriert (Porengrofie 0.20 jum) und lyophilisiert. Dio Siule wird erneut konditioniert

. und wisderverwendet. Man crhillt 1.54 g (1.06 mmol, 85% d. Th.) Boisplel 6 aus 2000 mg (1.19

muuol) Beisplel 2.
HPLC (Mothode 9): R, = 3.30 min.

LC-MS (Methode 7): Ry = 147 min, MS (BSIpos.): miz (%) = 671.5 (100) [M+2 B, 1341.4 20),
[MH]",

Tonenchromatographie (Methods 25): CI* (ber.) = 7.43 %, CT gef. =7.1 %; ‘TFA (gef) <0.1 %.
"H-NMR (500 MHz, ds-Pyridin) & =~0.170 (s, 9H), 0.380 (d, J = 63 Rz, 3H), 0.772 (&, /= 5.7 Hz,
3H), 0.920 (d, 7= 5.8 Hz, 3H), 0.974 — 0.985 (m, 6H), 1.147 (d, J= &.4 Hz, 3H), 1.250 ~ 1.358 (m,

2H), 1.411 (d, /= 5.7 Hz, 3H), 1.468 (m, 1H), 1.604 (m, 1H), 1.959 — 2.049 (m, 3H), 2.154 -
2.228 (m, 3H), 2.380 (m, 3H), 2.935 (m, 1H), 3.120 (m, 1H), 3.300 (m, 1H), 3.607 (d, /= 14.9 Hz,
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1H), 3.762 (dd, J= 14.7 He, 16), 3.882 (4, J=9.1 Hi, 1H), 3.938 (m, 1H), 4204 (m, 1H), 4.253
(m, 1H), 4.389 (m, 1H), 4.465 (m, LH), 4.589 — 4,661 (mn, 4H), 4.806 (d, J= 12,1 Hz, 1H), 5,027
(m, 1H), 5.202 (dd, J= 9.4 Ez, 1H), 5.289 (m, 1H), 5.390 (s, 1H), 6.000 (4, J= 9.5 Hz, 1H), 6.194
(dd, 7= 9.0 ¥z, 1H), 7.173 (m, ZH), 7.428 (m, 1H), 7.54 (d, J = 7.0 Hz, IH), 7.664 — 7.973 (m,
3H), 7.767 (4, J = 8.6, IH), 7.918 — 7.973 (m, 3H), 8.038 (br 5, 2H), 8.098 (br s, 1H), 8.185 (ur s,
1H), 8.253 (d, J = 8.6 Kz, 1H), 8.582 (m, 1H), 8.684 (d, J= 9.8 Fz, 1H), 8.741 (b s, LH), 8.782
(m, 1H), 9.928 (br s, 1H), 10272 (d, J= 8.3 Hz, 1E), 10.886 (br 5, 1H), 13,135 (brs, IH),

BE.NMR (Pyridin, 400 MHz, Methode 24): TFA < Nachweisgrenzo.
Bejaplel 7

(Trimethylsily])}-D-alanyl-3-(pyridin-3-yl)-L-slany} des(1-D-Jeuoyl-2-L-leuayl)-lysobactin-tris-L-
lactat

Ho w ll“

’)r’AE HN* \H;ﬂ\.ﬁh’ﬁ
N
A\ A CH; HN__NH,

HO.,, \ﬂ/
O" o, NH
«~ “OH

HO,,, CH,
' OH

Ha

H,c—'P'

H,

32 g Dowext 1X8-400 (HCl-Farm) werden n oino Stulo gepackt (35 mm Durchmesser), Ca. 60 ml.
1 M Natriumhydroxidldsung worden {ther die Siule gogeben, gofolgt von 60 wml. HPLC-Waaser.
Dsnn wird mit 60 ml, 1 M Milchalure konditioniert und ensohliefiend mit ca. 100 mL Wasser bla
zur neuiralon Reaktion dos Blusts gewaschen, (Macheroy & Nagel Triost). Dunn werden 2.00 g
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(119 mmof)  3-(Trimethylailyl)-D-slanyl-3-(pyridin-3-yl)-L-alanyl-des(l-D-loucy}-2-L-lencyl)-
lysobactin-tris-trifinaracetut (Beigpiel 2) in 90 mL Wasser goldst und die Lsung sufgogeben und
langsam ohijert. Die Sanle wird mit ca. 20 mL Wassor nachgesplilt. Produkthaltigo Bluste warden
verelnigt, foinfiltriert (PorengriiBe 0.20 yum) und lyophilisiert. Die Siale wird emeut konditioniert
und wiederverwendet. Man orbilt 1903 mg (1.18 mmol, 99% d. Th.) Beispiel 7 sns 2000 mg (1.19
mmol) Beispiel 2.

BPLC (Methode 9): R; = 3.29 min.

LC-MS (Methode 7): Ry = 1.38 min, MS (ESIpos.); mix (%)= 671.7 (100) [M+2 H]™, 1341.8
(20), [MHT",

'HNMR (500 MHz, ds-Pyridin): 8 = —0.170 (s, 950), 0.754 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.836 (4, /=
6.1 Mz, 3H), 0.922 (d, J= 6.2 Hz, 3H), 0.922— 0.957 {m, 6H), 1.054 (d, J= 6.4 Hx, 3H), 1.190 (m,
2H), 1416 (d, J = 5.8 Hz, 3H), 1,439 — 1.662 (m, 4H), 1.529 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.598 (d, J =
6.5 Hz, 3H), 1.669 (d, J = 6.9 Ha, 3H), 1.923 — 2.280 (m, 95), 3.057 (m, 1H), 3.266 (m, TH), 3.564
(&, J= 14. S Hz, 1H), 3.761 (dd, J=13.7 Bz, 1), 3.840 (m, 1H), 4.949 (m, 1H), 4.109 (m, 1H),
4.164 (m, 1H), 4.202 (m, 1H), 4.410 (m, 1K), 4484 (m, 1H), 4.616 (dd, J = 6.7, 13.6 Hz, 1H),
4.656 (m, 1H), 4.669 (dd, J = 7.0, 13.9 Hz, 1H), 4.780 (d, J= 13.0 He, 1H), 4.921 (m, 1H), 5.144
(dd, J= 9.6 Hz, 1H), 5281 (m, 1H), 5363 — 5426 (m, 3H) 5.362 (s, 1H), 5.969 (d, /= 9.8 Hz,
1K), 6.323 (m, 1H), 7.122 (m, 1H), 7.180 (m, 1X0), 7.381 (m, 1H), 7.996 (m, 15), 7.671 —7.925
(m, GE), 8.036 (br s, LH), 8.208 (m, 3H), 8.412 (m, LH), 8.551 (d, J= 3.6 Bz, 1H), 8.714 (ru, ZH),
8.794 (m, TH), 10298 (brs, LH), 10.938 (br s, 1H),

YP.NMR (Pyridin, 400 MHz, Msthods 24): TFA < Nachweisgrenze.

Deiaplel §

(Trimethylsilyl)-D-alany}-3-(pyridin-3-yi)L.-alany}-des(1-D-leucyl-2-L-lencyl)-lysobactin-tris-D-

{nrtrat

pa

17\
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Konditionieren des Ionentauschors: 5 g DOWEX 1X8 400 (HCI-8alz) wird mit 1 M Natronlaugs
gowagchen, bis das Blust zlkalisah reagiert. Dann wilscht man mit 2 Sinletvolumen Wasyer und
anschliaBznd mit 1 M D-Weingliare, bis das Blunt saner roagiert. Dann wilscht man mit Wasger, bis
das Ehmt poutral ist (Macherey & Nagel Tritost).

100 mg (59 pmol) Beispiol 2 werden daan la 10 ml Wasser goldst und auf die Siale sufgotragan.
AnschlioBend wiisoht man jn molweren Portionen von ¢a. 10 mL Wassor nach. Das Edukt 18at sich
our mifilg und verblelbt zzm Toil suf der Sinle. Produkthaltige Bluatfrakiionen werden vercinigt
vod lyophiligiert, Man erhlt 57 mg (31 pmol, 52% d. Th.) des Produktes. Die Integration des 'H-
NMR Spektrums deutet guf cine Stichiometrie 1:3 fir (Trimethylsity!)-D-alany}-3-(pyridin-3-yl)-L-
rlany}-des(]-D-Jencyl-2-L-leusyl)-lyscbectin : D-Woinsilure hin.

HPLC (Methoda 9): Ry =3.29 min,

LC-MS (Methodo 7): R, = 1.37 min, MS (ESIpoa.): m/z (%) = 671,7 (100) [M+2 H*, 1341.9
(20), (M+HT".

'H-NMR (500 MHz, dp-Pyridin): § = -0,172 (s, 9H), 0.597 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0,776 (d, J =
5.7 Hx, 3H), 0.924 (d, J= 5.8 Hx, 3H), 0.954 ~ 0.997 (m, 6H), 1.173 (d, J = 5.7 Hz, 3H), 1.303 (m,

180
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2H), 1.434 (d, J= 5.7 Hz, 3H), 1468 (m, 1H), 1.632 (m, 1H), 1.972 (m, 2H), 2.051 (IH, m), 2.174
(m, 3H), 2.402 (m, 3H), 3.129 (w, 1H), 3.305 (m, 1), 3.602 (d, J= 152 Hz, 1H), 3.799 (4, J=
14.6 Hz, 1H), 3.893 (d, /= 12.3 Hz, 1H), 3.967 (m, 1H), 4.228 (m, 1B), 4.276 (m, 1H), 4409 (m,
{H), 4.468 (m, TH), 4.578 ~ 4.669 (m, 4H), 4791 (d, J.p = 11.5 Hz, 1H), 5.044 (m, 1H), 5.226
{dd, J= 9.4 Hz, 1H), 5.190 (m, 1H), 5.362 (s, 1H), 5.417 (3, 6H), 5.997 (d, J= 9.7 Hz, 1), 6.403
(d4, J= B.9 Hz, IH), 7.182 (m, 1H), 7.551 - 8210 (m, 13H), 8.589 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 8.711 (d, J
= 10.0 Hz, 1H), 8.782 (m, 26D, 9.902 (br s, 1H), 10.358 (m, 1H), 10.882 (be s, 1H), 11,093 (br s,
IH).

Beinpiel 9
(Trimotirylsilyl)-D-alayl-3-(pyridin-3-yI)-1 -alanyl-des(1-D-leucyl-2-L-lsucyl)-lysobactin
0 NH,

i ""”rnu'?‘

/lmn o] - CH
HO S o o :
NH o

H,N c}’" HN, NN o
HO, N o Gﬁ E{ﬁ\&a\
b N\ ,{, hec \gHa HN

Polymergebundenes Hydrogencarbonat PL-HICOy (Polymer Labs, Kapazitit 1.8 mmol/g) wird in
cine Sinle gepackt. Zur Umsetzung von 100 mg (59 pmol) der Verbindung Beispicl 2 werden 396
mg (entspricht 12 Aquivalenten Hydrogencarbonat) des Harxes verwendet. Das Harz wird mit
Pyridin geapilt. Dann wird oloo LOsung von Bedsplol 2 (100 mg, 59 pmol) in Pyridin (0.75 mL)
suf dio Sknle gegeben und langsam eclulert. Die Siule wird zmichst mit welterem Pyridin (2 mL)
wnd dann mit Wasser (ca. 2 mL) goeapiilt, Alle Elgate werden vervinigt und obne Wirmamfuhr im
Olpumpenvakuam eingsongt. Der glasartigo Rilckstand wird in einigen Tropfen Wazser gelfst und
unverziiglich gefricrgetrocknet, Man erhiit dio Titelverbindung als farblosos amorphes Palver.
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HPLC (Methode 9); R,=3.30 min,

LC-MS (Methode 7): R, = 1.49 min, M3 (ESTpos.): m/z (%) = 671.8 (100) [M#2 HJ*, 1341.9
(10), [M+H]*, MS (BSIneg): m/z (96) = 669.5 (100) [M-2 HJ*, 1340.0 (100) M-H]".

P NMR (Pyridin, 400 MEz, Methode 24): TFA 2.9%.
Belapiel 10

(Trimethylsilyl)-D-alany}-3-(pyridin-3-y)-.-slanyl-des(1-D-leucyl-2-L-lencyl)-lysobactin-mesytat-
trifluoracotat

H
f— —s Ho w m

OH / My, '8

Durch Umkristniligation von Boisplel 3 sus mit TPA dotlartems Waseer bei RT kann dio Titelver-
bindung als kristalline Substanz erhalton werden (langsames Rindampfin der Lsung).

LC-MS (Methods 6); R, = 1,41 min, M8 (BSIpos.): m/z (%) = 671.9 (100) [M+2 HJ*, 1342.1
(10), [M+H]*, MS (BSInog): m/z (%) = 669.9 (100) [M-2 H}*, 1340.1 (80) M-HJ.

HR-TOF-MS (Mothode 1); CaHyNiOyr8i [M + H]* ber, 1341,6982, gof, 1341.7006,

Dis Struktur und dio Salzform ist durch eine Rinkristall-Rintgenstruktaranalyse bestitigt.
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B: Bewertyns der nkvelojogischen Wirksamiait
thvMWMdﬂmﬁnmmymlMVuﬁﬂungmhmhmdeanigt

Die MBK wird im Fitissigditutionstest gomif dor NCCLS-Richtlinien bestimmt. Ubemachikulin-
rea von Stapiplococcus aureus 133, Entercococous fascaliz 27159, B fascium 4147 und Strepio-
coccus pneumonias (39a werdan mit den bosohrisbenon Tostsohatanzen in sinor 1:2 Varditummgs-
reihe inkubiert. Die MHK-Bestimmumg wird mit einer Zelizahl von 10* Keimen pro 1 mL in Iso-
sonsitest-Modium (Fs, Difoo, Irvine/USA) durohgoftihet, mit Auspahme von S. paeumonias, der in
BHI-Boullon (Fa. Difoo, Evine/USA) mit 10% Rindsrsorum bel einer Zellzah! von 10° Kefmen
pro mL getewtet wird. Die XKolturen werden bei 37°C fiir 18-24 Stundun inkubiert, S. pnsumonias
in Gegenwart von 10% CO,.

Dio jeweils nledrigste Substanzkonzentration, bel der kein sichtbares Bakterlenwachstom mehr
sufiritt, wird als MEK definiert. Dis MEK-Werte werden in jig/ml sugegeben.

Roprisentative in-vitro-Wirkdaton und f,-Daten fitr die erfindungsgemitSon Yerbindungen sind in
Tabello A wisdergogeben:

Tabelle A

2 0.125 ) 12.3
3 0.5 0.125 1 05 -
) 0.25 0.125 - 1 6.
5 0.5 05 1 i Y
3 <0.063 <0.063 - 1. -
7 0.063 0.125 - 1 -
8 023 0.125 - ) -
1A 0.5 0.063 0.5 0.5 0.67
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Die Bignung der erfindungsgemiiBen Verbindungen zur Behandhmg von bakietiellen Infaktionen
kann im folgenden Tiarmodell goxeigt werden:

Zellon von S aureus 133 werden tiber Nacht in BifI-Bouillon (Fa. Oxoid, New Yark/ USA) ange-
zilchtet. Die Ubarmachtkoltur wird 1:100 in frische BXI-Bouilion verdinnt wnd fiir 3 Stunden In-
kubiect, Dio dann in der logerithmischen Wachstumsphase bofindliohen Zsllen wordon abzsrtrifu-
glart und zwoimal mit gepufferter, physiologischer Kochsalzidsung gowaschen, Danach wird pho-
tometrisch oine Zellsuspension in Koohsalxidsung mit einer Extinktion von 50 Einhoiten einge-
stollt. Nach einem Verdinnungsachritt (1:15) wird diese Suspension 1:1 mit elner 10%igen Muoin-
18sung gemischt. Van dieser Infoktionsidsung werden 025 mL/20 g Maws intraperitoneal (entspre-
chend 1x10° Kofmen/Mans) applixiort. Dio Theraple erfolgt intraperituncal oder Sntraventis 30
Mimuten nach der Infektion. Pir den Infaktionsversuch werden weibliche CFW1-Milnse verwen-
dot. Das Uberloben dor Tiore wird iber 6 Tage protokolliert.

Dio Eigenschaften der erfinchmgsgemiiBen Verbindungon im Hinblivk suf die Nieronvertriglich-
lit kiSnnan im folgenden Tiermodell gezeigt werden:

Nephrotoxiache Nebenwirkungen der Nonadepaipeptide werden durch histopathologische Unter-
suchungsn der Nioren in MBusen nach mehrfacher Gabe oiner bestimmien Dosierung analysiort.
Defur werden 5-6 Tiere tiglich antwedes intravenda (i.v.) oder infraperitoneal (i.p.) mit Substanzen
behandelt, die in wilssriger Ldsung oder unter Zusetz von Solutol gelost werdan. Nierentoxisohs
Effekto worden durch lichtmilooskopische Auswertung Hinatoxilin und Rosin (HAE) gefiirbtor
Peraffinschnitie der Nioren bestimmt, Eine Periodic-Acid Schiff' (PAS)-Realdion wird wahlweise
zut besseren Darstellung von Glykoproteinen durchgafiibet. Nephrotoxische Bffekte warden semi-
quantitativ fiir jodes “Tler als Schwerograde der suftretenden tobuliiron Basophilie und Degenerati-
on/Regencration festgelogt (Schrworegrade: 0 = koin Bffekt; 1 = minimaler Effeki; 2 = lvichter
Effekt, 3 = moderater Bifoks; 4 = schwere Lisionen). Der durchachnittliche Schwaregrad der tubu-
liren Dogeneration/Regeneration sowie die Inridenz (Anzahl dar betroffenan Tiere) wird pro Tier-
gruppe oder Derivat berechnet. Dariiber hinsusgehendo Nieronverinderungen wio tobulire Dilata-
tion sowio Nakrosen und Ansammlung nekrotischen Materials worden obonfalls asufgefihrt.

19¢
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‘Nephrotoxisobe Nebenwirkongen der Nonadopsipoptide werden durch histopethologische Unter-
snchungsn der Nieron in Ratten nach mehrfasher Gabe ciner bestimraten Dosierung analysiort.
Dafilr werden 5 Tiere tigHch intravenOs (i.v.) mit Substanzen behand:lt, dio in Saline oder Ringer-
Lactat-Lisung goltst werden. Nierentoxdache Effekio worden durch lichimikroakopische Auswer-
tung Hiimatoxilln und Eosin (HAE) geflirbter Paraffinschnites dor Nieren bestimmt. Eine Periodic.
Acid Schiff (PAS)-Reaktion wird wahlwelse zur besseren Darstelhng von Glykoproteinen durch-
goefhrt. Nophrotoxische Bffekto worden semiquantitstiv fitr jedes Tier als Bchweregrads der suft
tretenden tubuliren Basophilic mnd Degeneration/Regeneration festgelegt (Schweregrade: 0 = knin
Effekt; 1 = minimaler Bffekt; 2 = lolohter Bffekt; 3 = modorater Bffokt; 4 = schwere’ Lisionan).
Dor durchschnittiiche Schweregrad der tubulliren Degenoration/Regeneration sowie dis Inzidony
(Anzah! der betroffencn Tlers) wird pro Tiergrappe oder Derivat berechnet. Dariiber hinsinsgehen.
do Nicrenverindorungan wio tubuliire Dilstation sowie Nekrosen und Anssmrolvog nekrotisohan
Muterials werdon sbenfhils sufgefohet.

Die hier begchriobsas Methode zur Bestimmnng dar frelon Praktlon (fy,) einor Privfimbetanz glis-
dett sich in 2 Telle:

8) Bostinnrng des Transil®/Puffor-VertellongevorhBlinisses (MAym) duroh Inknbation der Profe

substanz in efuer Transil®Puffer (pH 7.4)-Dispersion und anschlieBendr Bestimmung der Kon-
zentration in der Dispession und im Puffor-Oberstand,

b) Bestimmung des Tvansil®/Plasma-Vertoitungaverhiilinissos (MAgpm) durch Inkubstion der
Privisubstans in oiner Transil®-Plasma-Dispersion und anschliefonds Bostimmung der Konzeatra-
tion in der Dispersion und im Plemna,

Der Quotiont der beiden VertoBungsverhfltnisso ergibt f;,.

Bed hochproteingebundenen Substanzen wird das Plasma in der Regel mit isotonisohem Phosphat-
puffer (pH 7.4) verdinnt und anschlleSend mit Transil® snspondiert. Dio Bestimoung von £ (froie
Fraktion in verdiinntem Plasma) in dicser verdiinnten Proteinidsang erfolgt analog xor Bestim-
mmg von fy. Die freie Fraktion in vaverdiinntem Plasme wird zus £ und dem Verdtummgnfaktor
berechnet.

85
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Vergleich mu diessr Methods such: Sohuhmacher, Joachim; Kohlsdorfor, Christien; Buehner,
Klaus; Brandenburger, Tim; Krak, Renate, “High-throughput determination of the fres fraction of
drugs strangly bound to plasme proteins.” Journal of Pharmaceutical Sciances 2004, 93, 816-830.

Allo Inkubationen werden In gpoiguoten Glesgefifien, = B. Glasvisls, Schliffreagmrzpifisarn,
durchgefithrt. In dor Regel betrigt das Gesamtvolumen 0.5-5 ml, des Transil® Volumen 10-100 pl
I Felle von hoheu erwartoten Membranaffinitiiten kann die Transil® Dispersion mit Phosphatpuf-
for pH 7.4 2.B. Dulbeocos PBS bis ¢ 20fach verdiinnt werdon. Phosphatpuffor pH 7.4 wird [n die
InkubstionsgefiBe vorgelogt und das Transil® nsch grindlichem Mischen zopipottisst. Dio Prilf-
substenz wird in cipcr Konzentration von 2B, 200 ng/mL, n = 6, supipottiert. Der Antei] an orge-
nischem LOsungamittel sollts <2% svin. Die Ansiize werden 30 min boi Revmteraperatur z.B. gof
einom Mini-Shaker im Winkel von ca. 45° bel ca. 400 UPM inkubiert, Zur Bestimmung des 100%
Woertes wird mindestens ein Aliquot von 2B, 100 pl entnomman, der restliche Ansatz wird ca,
10 min bei ca. 1800 g zentrifugiort. Von joder Probe werdon mindastens 2 Aliquote (=B, 100 pl)
des Uberstandes fir die Konzentrationsbestimmung entnommen,

Das Gesamtinkubationsvolumen uad das zugesetzts Transil® Volunen hingsn von des erwarteten
froion Fraktion ab. In der Regel betriigt das Gesamtvolumen 0.5 ~1 ml., das Transii® Volomen 10-
100 puL Im Fallo von sehr niedrigen freien Fraktionen wird das Plesma der zu vatersushenden Spe-
zioa mit isotonischer Pufferlosung, pH 7.4 %B. 10 ~400fkch verdiinnt mad anschiioBend mit Tran-
sil® verscizt, Das waitere Vorgohen erfolgt wis oben fitr din Bestimmung der MAgpe, Werte be-

sobricben,

Das Plasma der zu untersuchendon Spezics wird tiber eino ssmipermeable Membran filtriert. Die
Substanzionzentration im Filtrat wird gemessen und daraus dic frele Praktion £; berechnet, Das
Confrifrco micropartition systom von Millipore/Amicon wird verwendot. Die Ultrafiitrations-
piembranen haben oine Ansschlussgrifo von 30 000 Da. Die Substanz wird zu 1 mL Playma in
oiner Xonzentration von ca, 1 pg/mL zudotiert. Der Losungsmittelanteii sollte <2 % sein, Nach 30
mindtiger Inkubation bel Reumtemperatur wird das Plasma in das Ultrafiltrationssystem pipettiert
und 10 Minuten bei 1800 g zentrifuglert. Die Substanzkonzeatration im Ultrafiliret (Cy; ungebun-

186
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dono Substenzkorventration) und im Plasma vor dar Zentrifugstion (C; Gosamtsubstanrkonzentra-
tion) wird gemssasen. Dit freis Fraktion errochuet sich nuch der Formel: £, (36) = C,/C *100.
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Dis erfindungagemiiBen Verbindungei kinnen folgendermaBen in pharmazsntische Zuberoitangon
fiberfhrt werden:

Tahlette;
Zusammenscizing:

100 mg der Verbindung von Belspiel 1, 50 mg Lastoso (Monokydrat), 50 mg Malssticke (nativ),
10 mg Polyvinylpyrolidon (PVP 25) (Fa. BASF, Ludwigshafez, Doutschland) und 2 mg Magoosi-
mnstearat.

Tablottengewicht 212 mg. Durchmosser 8 mm, Wlbungaradins 12 mm,
Hersiulieng:

Die Mischung sus Wirkatoff, Lactose und Stiirke wird mit einor 5%-igen L8sung (m/m) des PVPs
in Wasser granuliert. Das Granulat wird nsch dem Trocknen mit dem Magaeslumstearat fiir 5 miin
gemischt. Diese Mischung wird mit einer iblichen Tabletioapresse verpreast (Format der Tableite
sichs oben). Als Richtwert fir dio Verpressung wird eino Presskraft von 15 kN verwendot.

Oral spplitvisrbare Smapepsion:

Zmammensctmom

1000 mg der Verbindung von Beisplel 1, 1000 mg Eihanol (96%), 400 mg Rhodige] (Xanthan gum
der Fa, FMC, Pennsytvenia, USA) und 99 g Wasser.

Einer EBinzeldosis von 100 mg der erfindungsgemillen Verbindung enizprechen 10 ml, orslo Sus-
pension,

Hergie|lugg:

Das Rhodigol wird in Bthanol suspendiert, der Wiskstoff wird der Suspension augsfigt Unter
Riibron exfolgt die Zugabo des Wassors. Bis 2um Abachiuse der Quollung das Rhodigels wird ce.
6h gerthrt

'R
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Int i Lijs
Jussmmengetzung:

100-200 mg der Yerbindung von Belspiel 1, 15 g Polyethylenglyko! 400 wnd 250 g Wasser fitr
Injektionszwocke. ‘

Hexstollung:

Die Veorbindung von Beispiel 1 wird zusermmen mit Polyetirylanglyiol 400 in dem Wasser unter
Rilhron geldst. Die Lsung wird storilfiliriert (Porendurchmesser 0.22 um) nnd onter aseptischan
Bedingunpon in hitzesterilisiorts Infusionsfiaschen abgefiilit, Disso werden mit knfusionsstopfen
und B&rdelkappen verschlossen.

1eq
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Patentpnepriiche
1. Verbindmg dor Formel

0
NH,
Ho"

Y\NH
HO/:’Q i
o Oﬂ N )
,21 ’7/|!| HN, \j\

R
/
™ N I-NTNH,
R' NH
in welcher
5 R'  Wasscrstoff bedeutot und

R*  2,2-Dimethylbut-1-yl, 2-Bthyl-2-methylbut-3-yl, 2,2-Dicthylbut-1yl, 22
Dimethylpent-1-yl oder Trimethylsilylmethyl bedoutet,

oder
R'  Trifluormethy) bedeutet und

10 R?  2,2-Dimethylprop-1-yl, 2,2-Dimethylbut-l-yl, 2-Ethyl-2-methylbut-1-yl, 22-
Diethyl-but-1-yl, 2,2-Dimethylpent-1-yl ader Trimethylsilyimethy! badeutet,

oder cines ihrer Salze, threr Solvate oder der Solvato thror Salze.
2, Verbindung nach Anspruch 1, dedurch gekennzeichnot, dess
R! Wasserstoff bedeutet und

15 R*  2,2-Dimethylbut-1-y! oder Trimethylsilylmethy] bedeutet,
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oder

R Triffuormethyl bedeutet und

R  2,2-Dimethylprop-1-yl, 2,2-Dimethylbut-1-y] oder Trimethysilylmetiry] bedeutst.
Verbindung nach Ansprach 1, dadurch gokennzeichnet, dass

R’  Wasserstoff bedoutet und

R?  22-Dimethylbut-l-yl, 2-Bthyl-2-mettrylbut-1-yl, 2,2-Diethryl-but-1-y1 oder Tri-
methylsitylmethy! bedeutot,

Verbindung pach Anspruch 1 mit folgender Strukinr 3-(Trimethylsilyl)-D-alany}-3-
(pyridin-3-y!)-L-alanyl-des(1-D-leucyl-2-L-leucyl)-lysobactin

0
N

Ho w uit

7S E,%H
" ﬂ bl H.JL |

ThyC

HN._NH,

oder eines ilrer Salzs, ihrer Solvate oder der Solvate threr Salze.

Verfshren zur Horstellung einer Verbindung der Formel (I) nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dess die Verbindung der Formel

1al
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0

HO“‘ ‘n

: cg{

CH,

mit eines Verbindung der Formel

Ox,
HN
H N1,
RA H §
“3
x-N oy,

in welcher
R" und R? die in Ansprach? engegebeno Bedoutung babon, und
X'  Halogen, bovorzugt Brom, Chlor odar Fluar, oder Hydroxy bedoutet,

umgosotxt wird,

Verbindung nach eincm der Ansprilche 1 bis 4 r Behandlung und/oder Prophylaxe von
Krankheiten.

Vearwendung einer Verbindung nach einom dor Anspriiche 1 bls 4 zr Hemstollung sines

\Qaz
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Verwendung ciner Verbindung nach éinom der Anspriiche | bis 4 nyr Berstollnng sines
Arzeimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxs von bakteriollon Infektionen.

Armoimitte] exnthaltend oine Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 4 In Kombinati-
on mit cinem incrten, nichitoxischen, pharmazentisch gevigneten Hilfistolf,

Arznsimitie] nach Anspruch 9 zur Behandlung und/oder Prophylaxe van bakieriellen n-
fektionen.

Verfalren ny Bekiimpfing von belderieilen Infektionen in Menschen und Tieren durch
Versbreichung oiner antibakteriall wirksmmen Mengo mindestons eincr Verbindung nach
einem dor Anspriiche 1 bis 4, oines Arzcimitiels nach Anspruch 9 oder sines oach An-
spruch 7 oder 8 erhaltonen Arzneimitiels.

1943
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REFERENCIA Radicacién No. 07 44380
Solicitud internacional PCT/EP2005/011363
Fecha inicio fase nacional 05/06/2007

Trimite 11

Evento 378

Actuaciémn 430
Oficio No. ... 07950

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Declelém 486 de la Comisiln de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém Materia de Patentes {(PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La solicitud no contiene la copla del documento en gque consta la cesidn del

derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {Art. 26-k)

Daecisifn 486. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, deben

legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articuloa 259 y 260 del C&digo
de Procedimiento Ciwvil.

2. La sgolicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llemo de los
requisitos exigidos por los articulcos 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencla y representacim legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del témmino de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.

En casc de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la sclicitud se
considerari abandomada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001,

Jefe d.e divisién de Nuevas Creacliones (E)

anterior requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de
:Eecha

adpall



