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(57) Abstract

The present invention concerns
the epothilone, especially epothilone
C (R = hydrogen) and epothilone D
(R = methyl) of formula (I), as well
as epothilone E (R = hydrogen) and
epothilone F (R = methyl) of formula
(1), the production process and their
application for producing therapeutic
agents, including cytostatic agents, as
well as phytosanitary agents.

(57) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung
betrifft  Epothilone, insbesondere
Epothilon C (R = Wasserstoff)

und Epothilon D (R = Methyl) der
Formel (I) sowie Epothilon E (R
= Wasserstoff) und Epothilon F (R
= Methyl) der Formel (II), deren
Herstellung, sowie deren Verwendung
zur Herstellung von therapeutischen,
insbesondere cytostatischen Mitteln
sowie Mitteln fiir den Pflanzenschutz.
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EPOTHILONE C, D, E UND F, DEREN HERSTELLUNG UND DEREN VERWENDUNG ALS CYTOSTATISCHE
MITTEL BZW. ALS PFLANZENSCHUTZMITTEL

Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilone C, D, E und F,
deren Herstellung sowie deren Verwendung zur Herstellung von

therapeutischen Mitteln und Mitteln flir den Pflanzenschutz.

Epothilone C und D

Gemafs einer Ausfihrungsform betrifft die Erfindung Epothilone [C

und D], die dadurch gewinnbar sind, daf? man

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber-
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert,

(b) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt und mit einem
Wasser/Methanol-Gemisch wéascht,

(c) das gewaschene Adsorberharz mit Methanol eluiert und das

Eluat zu einem Rohextrakt einengt,

BESTATIGUNGSKOPIE
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(d) das gewonnene Konzentrat mit Ethylacetat extrahiert, den
Extrakt einengt und zwischen Methanol und Hexan verteilt,

(e) die methanolische Phase zu einem Raffinat einengt und das
Konzentrat an einer Sephadex-Saule fraktioniert,

(f) eine Fraktion mit Stoffwechselprodukten des eingesetzten
Mikroorganismus gewinnt,

(g) die gewonnene Fraktion an einer C18-Umkehrphase mir einem
Methanol /Wasser-Gemisch chromatographiert und in zeitlicher
Reihenfolge

- nach einer ersten Fraktion mit Epothilon A und

- einer zweiten Fraktion mit Epothion B

- eine dritte Fraktion mit einem ersten weiteren Epothilon und
- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge-
winnt und

(h1) und das Epothilon der ersten weiteren Fraktion und/oder

(h2) das Epothilon der zweiten weiteren Fraktion isoliert.
Ferner betrifft die Erfindung ein Epothilon [C] der Summenformel
CogH39NOgS, gekennzeichnet durch das 1H- und 13C—NMR—Spektrum

gemdfy Tabelle 1.

Ferner betrifft die Erfindung Epothilon C der Formel:

Epothilon C R =H
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Ferner betrifft die Erfindung Epothilon [D] der Summenformel
Cp7H41NOgS, gekennzeichnet durch das 1H- und 13C-NMR-Spektrum
gemafd Tabelle 1.

Ferner betrifft die Erfindung Epothilon D der Formel:

R

Epothilon D R = CHj

Epothilone C und D kénnen zur Herstellung der Verbindungen der
folgenden Formel 1 verwendet werden, wobeili zu deren Derivati-
sierung auf die in WO-A-97/19 086 beschriebenen Derivatisie-

rungsmethoden verwiesen werden kann.

In der vorstehenden Formel 1 bedeuten:

R = H, Cp_4-Alkyl;
rl, r2, R3, R?, R® = H, Cq_g-Alkyl,
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Cq1-g-Acyl-Benzoyl,

Cq1-4-Trialkylsilyl,

Benzyl,

Phenyl,

Cq-g-Alkoxy-,

Cg-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen-

substituiertes Benzyl bzw. Phenyl;
wobei auch zwei der Reste R bis R® zu der Gruppierung - (CHy)p-
mit n = 1 bis 6 zusammentreten kdénnen und es sich bei den in den
Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um gradkettige oder
verzweigte Reste handelt;
Y und Z sind entweder gleich oder verschieden und stehen jeweils
fliir Wasserstoff, Halogen, wie F, Cl, Br oder J, Pseudohalogen,
wie -NCO, -NCS oder -N3, OH, O-(Cj.-g)-Acyl, 0-(Cj.-g)-Alkyl, O-
Benzoyl. Y und Z k&énnen auch das O-Atom eines Epoxides sein, wo-
bei Epothilon A und B nicht beansprucht werden, oder eine der C-

C-Bindungen einer C=C-Doppelbindung bilden.

So kann man die 12,13-Doppelbindung selektiv

- hydrieren, beispielsweise katalytisch oder mit Diimin, wobei
man eine Verbindung der Formel 1 mit Y = Z = H erhdlt; oder

- epoxidieren, beispielsweise mit Dimethyldioxiran oder einer
Persiure, wobei man eine Verbindung der Formel 1 mit Y mit Z = -
O- erhalt; oder

- in die Dihalogenide, Dipseudohalogenide oder Diazide umwan-
deln, wobei man eine Verbindung der Formel 1 mit Y und Z = Hal,
Pseudo-hal oder N3 erhalt.

Epothilone E und F
Gem&fRR einer weiteren Ausfihrungsform betrifft die Erfindung

einen Biotransformant von Epothilon A, der dadurch gewinnbar

ist, daf? man
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(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber-
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber-
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen L&sung

von Epothilon A versetzt,

(b) die mit Epothilon A versetzte Kultur inkubiert und danach

mit Adsorberharz versetzt,

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu-

iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt,

(d) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die

Ethylacetat-Phase abtrennt und zu einem Ol einengt,

(e) das O1 an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen

chromatographiert:

Sdulenmaterial: Nucleosil 100 C-18 7 um

Sdulenmafse: 250 x 16 mm
Laufmittel: Methanol/Wasser = 60 : 40
FlufR: 10 ml/min

und Fraktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich
durch UV-L&schung bei 254 nm detektieren lassen, mit einem Rg-

Wert von 20 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert.

Ferner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotransformant
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daf3 man bei Stufe

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt
ist.

Ferner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotransformant
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daf man bei Stufe

(b) ein oder zwel oder mehr Tage inkubiert.
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Ferner betrifft die Erfindung eine Verbindung der Summenformel
CogH3 9NO7S, gekennzeichnet durch folgendes 1H—NMR—Spektrum (300
MHz, CDCls3): delta = 2.38 (2-Hg), 2.51 (2-Hp), 4.17 (3-H), 3.19
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-Hp, 10-Hjp, 11-Hy), 2.89
(12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14-Hz), 2.07 (14-Hp), 5.40 (15-H),
6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-Hy), 1.05 (22-H3), 1.32 (23-
H3), 1.17 (24-H3), 0.97 (25-H3), 2.04 (27-H3)

Ferner betrifft die Erfindung eine Verbindung (Epothilon E) der

Formel:

Epothilon E R =H

GemaR einer weiteren Ausflhrungsform betrifft die Erfindung
einen Biotransformant von Epothilon B, der dadurch gewinnbar

ist, dafs man

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber-
harzes in an gich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber-
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen Losung

von Epothilon B versetzt,



WO 98/22461 -9 . PCT/EP97/06442

(b) die mit Epothilon B versetzte Kultur inkubiert und danach
mit Adsorberharz versetzt,

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu-

iert’ und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt,

(d) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die

Ethylacetat-Phase abtrennt und zu einem Ol einengt,

(e) das Ol an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen

chromatographiert:

Sdulenmaterial: Nucleosil 100 C-18 7 um

Sdulenmafie: 250 x 16 mm
Laufmittel: Methanol /Wasser = 60 : 40
FlufR: 10 ml/min

und Fraktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich
durch UV-Ldéschung bei 254 nm detektieren lassen, mit einem Ry-

Wert von 24,5 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert.

Ferner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotransformant
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, daR man bei Stufe
(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt
ist.

Ferner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotransformant
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, daff man bei Stufe

(b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert.

Ferner betrifft die Erfindung eine Verbindung der Summenformel

Co7H41NO9S, gekennzeichnet durch folgendes 1H-NMR-Spektrum (300
MH,, CDCls): delta = 2.37 (2-Hg), 2.52 (2-Hp), 4.20 (3-H), 3.27
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-Hy, 10-Hy, 11-Hy), 2.78

(13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-Hp), 5.42 (15-H), 6.58 (17-H),
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7.10 (19-H), 4.89 (21-Hp), 1.05 (22-H3), 1.26 (23-H3), 1.14 (24-
H3), 0.98 (25-H3), 1.35 (26-H3), 2.06 (27-H3).

Ferner betrifft die Erfindung eine Verbindung (Epothilon F) der
Formel:

S
HOCH2—<\ I
| N

Epothilon F R = CHj

Herstellung und Mittel

Die erfindungsgemadfien Verbindungen bzw. Epothilone sind mit den

vorstehend angeflihrten Mafdnahmen gewinnbar.

Die Erfindung betrifft ferner Mittel flr den Pflanzenschutz in
Landwirtschaft, Forstwirtschaft und/oder Gartenbau, bestehend
aus einem oder mehreren der vorstehend aufgeflhrten Epothilone
C, D, E und F bzw. bestehend aus einem oder mehreren der vorste-
hend aufgefihrten Epothilone neben einem oder mehreren iblichen

Trager (n) und/oder Verdinnungsmittel (n) .

Schliefflich betrifft die Erfindung therapeutische Mittel, beste-
hend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefiihrten Verbin-
dungen oder einer oder mehreren der vorstehend aufgefihrten Ver-
bindungen neben einem oder mehreren Ublichen Trager (n) und/oder
Verdiinnungsmittel (n). Diese Mittel kdénnen insbesondere cytotoxi-

sche Aktivitdten zeigen und/oder Immunsuppression bewirken
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und/oder zur Bekdmpfung maligner Tumore eingesetzt werden, wobei

sie besonders bevorzugt als Cytostatika verwendbar sind.

Die Erfindung wird im folgenden durch die Beschreibung von eini-
gen ausgewahlten Ausflihrungsbeispielen ndher erldutert und be-

schrieben.

Beispiele

Beispiel 1:
Epothilone C und D

A. Produktionsstamm und Kulturbedingungen entsprechend dem Epo-
thilon Basispatent DE-B-41 38 042.

B. Produktion mit DSM 6773

75 1 Kultur werden wie im Basispatent beschrieben angezogen und
zum Animpfen eines Produktionsfermenters mit 700 1
Produktionsmedium aus 0.8 % Stdrke, 0.2 % Glukose, 0.2 % Soya-
mehl, 0.2 % Hefeextrakt, 0.1 % CaCly, x 2H,0, 0.1 % MgSOg4 x 7H50,
8 mg/l Fe-EDTA, pH = 7.4 und optional 15 1 Adsorberharz Amber-
lite XAD-16 verwendet. Die Fermentation dauert 7 - 10 Tage bei
30 C, Beluftung mit 0.1 NL/m3. Durch Regulierung der Drehzahl

(2

wird der pOoy bei 30 % gehalten.

C. Isolierung

Das Adsorberharz wird mit einem 0.7 m2

, 100 mesh ProzefRfilter
von der Kultur abgetrennt und durch Waschen mit 3 Bettvolumen
Wasser/Methanol 2:1 von polaren Begleitstoffen befreit. Durch
Elution mit 4 Bettvolumen Methanol wird ein Rohextrakt gewonnen,

der i. Vak. bis zum Auftreten der Wasserphase eingedampft wird.
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Diese wird dreimal mit dem gleichen Volumen Ethylacetat extra-
hiert. Eindampfen der organischen Phase ergibt 240 g Rohextrakt,
der zwischen Methanol und Heptan verteilt wird, um lipophile Be-
gleitstoffe abzutrennen. Aus der Methanolphase werden durch Ein-
dampfen i. Vak. 180 g Raffinat gewonnen, das in drei Portionen
liber Sephadex LH-20 (S&ule 20 x 100 cm, 20 ml/min Methanol)
fraktioniert wird. Die Epothilone sind in der mit 240 - 300 min
Retentionszeit elulerten Fraktion von insgesamt 72 g enthalten.
Zur Trennung der Epothilone wird in drei Portionen an Lichrosorb
RP-18 (15 um, S&ule 10 x 40 cm, Laufmittel 180 ml/min Metha-

nol /Wasser 65:35) chromatographiert. Nach Epothilon A und B wer-
den mit Ry = 90-95 min Epothilon C und 100-110 min Epothilon D
eluiert und nach Eindampfen i. Vak. in einer Ausbeute von je-

weils 0.3 g als farblose Ole gewonnen.

D. Physikalische Eigenschaften

Epothilon C R
Epothilon D R

I
e

CH3

Epothilon C

CpgH39NOgS [477]
ESI-MS: (positiv Ionen): 478.5 fiir [M+H]'

1H und 13C siehe NMR-Tabelle
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DC:Rf = 0,82
DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol =
9:1
Detektion: UV-L&schung bei 254 nm. Anspriithen mit Vanillin-Schwe-
felsdure-Reagenz, blau-graue Anfdrbung beim Erhitzen
auf 120 °C.

HPLC:Rt = 11,5 min

S&ule: Nucleosil 100 C-18 7um, 125 x 4 mm
Laufmittel: Methanol/Wasser = 65:35

Fluf: 1ml/min

Detection: Diodenarray
Epothilon D

Cp7Hg1NOgS [491]
ESI-MS: (positiv Ionen): 492,5 fur [M+H]™

1H und 13C siehe NMR-Tabelle

DC:Rf = 0,82

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol =
9:1

Detektion: UV-L&éschung bei 254 nm. Ansprihen mit Vanillin-Schwe-

felsdure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim Erhitzen
auf 120 °C.

HPLC:R¢ = 15,3 min

Sadule: Nucleosil 100 C-18 7um, 125 X 4 mm
Laufmittel: Methanol/Wasser = 65:35

FluR: 1ml/min

Detection: Diodenarray
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Tabelle 1: 1. und 13c-NMR Daten von Epothilon C und Epothilon D
in [Dg] DMSO bei 300 MHz

Epothilon C Epothilon D
H-Atom & C-Atom o 8 C-Atom P

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

1 170.3 1 170.1

2-Ha 2.38 2 38.4 2,35 2 39.0
2-Hb 2.50 3 7L.2 2.38 3 70.8
3-H 3.97 4 53.1 4.10 4 53.2
3-OH 5,12 5 217.1 5.08 5 217.4
6-H 3.07 6 45.4 3.11 6 44 .4
7-H 3.49 7 75.9 3.48 7 75.5
7-0H 4.46 8 35.4 4.46 8 36.3
8-H 1.34 9 27.6 1.29 9 25.9
9-Ha 1.15 10 30.0 1.14 10 25.9
9-Hb 1.40 11 27.6 1.38 11 31.8%
10-Ha 1.156% 12 124.6 1.14%* 12 138.3
10-Hb 1.35+* i3 133.1 1.35* 13 120.3
11-Ha 1.90 14 31.1 1.75 14 31.6%
11-Hb 2.18 15 76.3 2.10 15 76.6
12-H 5.38%* 16 137.3 16 137.2
13-H G.44%* 17 119.1 5.08 17 119.2
14-Ha 2.35 18 152.1 2.30 18 152.1
14-Hb 2.70 19 117.7 2.65 19 117.7
15-H 5.27 20 164.2 5.29 20 164.3
17-H 6.50 21 18.8 6.51 21 18.9
19-H 7.35 22 20.8 7.35 22 19.7
21-H, 2.65 23 22.6 2.65 23 22.5
22-H, 0.94 24 16.7 0.90 24 16.4
23-H, 1.21 25 18.4 1.19 25 i8.4
24-H, 1.06 27 14.2 1.07 26 22.9
25-H, 0.90 0.91 27 14.1
26-H, 1.63
27-H, 2.10 2.11

* , »% zZuordnung vertauachbar
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Beispiel 2:
Epothilon A und 12,13-Bisepi-epothilon A aus Epothilon C

50 mg Epothilon A werden in 1.5 ml Aceton geldst und mit 1.5 ml
einer 0.07 molaren Ldosung von Dimethyldioxiran in Aceton ver-
setzt. Nach 6 Stunden Stehen bei Raumtemperatur wird i. Vak.
eingedampft und durch préparative HPLC an Kieselgel (Laufmittel:
Methyl-tert.butylether/Petrolether/Methanol 33:66:1) getrennt.

Ausbeute:

25 mg Epothilon A, Rt = 3,5 min (analyt. HPLC, 7 um, Saule 4 x
250 mm, Laufmittel s. o., FluR 1.5 ml/min)
und

20 mg 12,13-Bisepi-epothilon A, Rt = 3.7 min, ESI-MS (pos.
Ionen)
m/z = 494 [M+H]™T
lH-NMR in [D4]) Methanol, ausge-
wadhlte Signale: delta = 4.32
(3-H), 3.79 (7-H), 3.06 (12-H),
3.16 (13-H), 5.54 (15-H), 6.69
(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H).

12,13-Bisepi-epothilon A R = H
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Beispiel 3:
Epothilon E und F, neue Biotransformationsprodukte der Epothi-
lone A und B.

Produktionsstamm:

Der Produktionsstamm Sorangium cellulosum So ce90 wurde im Juli
1985 an der GBF aus einer Bodenprobe von den Ufern des Zambesi

isoliert und am 28.10.91 bei der Deutschen Sammlung fir Mikro-

organismen unter Nr. DSM 6773 hinterlegt.

Die Charakterisierung des Produzenten sowie die Kulturbedingun-
gen sind beschrieben in:

H&fle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilone,
deren Herstellungsverfahren sowie sie enthaltende Mittel.

DE 41 38 042 Al, offengelegt am 27. Mai 1993.

Bildung der Epothilone E und E widhrend der Fermentation:

Eine typische Fermentation verlauft folgendermaflen: Ein 100 1
Bioreaktor wird mit 60 1 Medium (0,8 % Starke; 0,2 % Glucose;
0,2 % Soyamehl; 0,2 % Hefeextrakt; 0,1 % CaCly x 2H0; 0,1 %
MgSO4 x 7H90; 8 mg/l Fe-EDTA; pH 7,4) geflllt. Zusdtzlich werden
2 % Adsorberharz (XAD-16, Rohm & Haas) zugegeben. Das Medium
wird durch Autoklavieren (2 Std., 120 °C) sterilisiert. Beimpft
wird mit 10 1 einer im gleichen Medium {(zusatzlich 50 mM HEPES-
Puffer pH 7,4) im Schittelkolben angezogenen Vorkultur (160 Upm,
30 °C). Fermentiert wird bei 32 °C mit einer RlUhrergeschwindig-
keit von 500 Upm und einer Bellftung von 0,2 NIl pro m> und std,
der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7,4 gehalten. Die Fer-
mentation dauert 7 bis 10 Tage. Die gebildeten Epothilone werden
widhrend der Fermentation kontinuierlich an das Adsorberharz ge-
bunden. Nach Abtrennen der Kulturbrlhe (z. B. durch Absieben in

einem ProzefRfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolumen Wasser gewa-
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schen und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert. Das Eluat wird zur

Trockne eingeengt und in 700 ml Methanol aufgenommen.
HPLC-Analyse des XAD-Eluates:

Gegenluber dem Ausgangsvolumen des Reaktors (70 1) ist das Eluat
100:1 konzentriert. Die Analyse wird durchgefihrt mit einer HPLC
Anlage 1090 der Fa. Hewlett Packard. Zur Trennung der Inhalt-
stoffe wird eine Microbore Sdule (125/2 Nucleosil 120-5 Cjg) der
Fa. Machery-Nagel (Diren) verwendet. Eluiert wird mit einem Gra-
dienten aus Wasser/Acetonitril von anfdnglich 75:25 bis zu 50:50
nach 5,5 Minuten. Dieses Verhdltnis wird bis zur 7. Minute ge-
halten, um dann bis zur 10. Minute auf 100 % Acetonitril anzu-

steigen.

Gemessen wird bei einer Wellenldnge von 250 nm und einexr Band-
breite von 4 nm. Die Dioden Array Spektren werden im Wellenléan-
genbereich von 200 bis 400 nm gemessen. Im XAD-Eluat fallen zwei
neue Substanzen mit Rt 5,29 und Ry 5,91 auf, deren Adsorptions-
spektren mit denen von Epothilonen A bzw. B identisch sind (Abb.
1; E entspricht A, F entspricht B). Diese Substanzen werden
unter den gegebenen Fermentationsbedingungen nur in Spuren
gebildet.

Biotransformation von Epothilon A und B zu Epothilon E und F:

Flir die gezielte Biotransformation wird eine 4 Tage alte, mit
Adsorberharz gehaltene 500 ml Kultur von So ce90 verwendet. Von
dieser werden 250 ml unter Zurlcklassen des XAD in einen steri-
len 1 1 Erlenmeyerkolben Uberfihrt. Danach wird eine methanoli-
sche Lo6sung einer Mischung von insgesamt 36 mg Epothilon A und
14 mg Epothilon B zugegeben und der Kolben flr zwei Tage bei 30
°C und 200 Upm auf einer Schitteltruhe inkubiert. Die Bildung
der Epothilone E und F wird direkt aus 10 pul des zentrifugierten

Kulturlberstands analysiert (Abb. 2). Die Umwandlung erfolgt nur
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in Gegenwart der Zellen und ist abhangig von der eingesetzten
Zelldichte und der Zeit. Eine Kinetik der Umwandlung ist fur
Epothilon A in Abb. 3 dargestellt.

Isolierung von Epothilon E und F

Zur Isolierung von Epothilon E und F werden drei Schittelkolben-
ansidtze aus der Biotransformation (s. o.) vereinigt und 1 h mit
20 ml XAD-16 geschiittelt. Das XAD wird durch Absieben gewonnen
und mit 200 ml Methanol eluiert. Das Eluat wird i. Vak. zu 1.7 g
Rohextrakt eingedampft. Dieser wird zwischen 30 ml Ethylacetat
und 100 ml Wasser verteilt. Aus der Ethylacetatphase werden beim
Eindampfen i. Vak. 330 mg eines &ligen Rickstandes erhalten, die
in fuinf LAufen Uber eine 250 x 20 mm RP-18 Saule chromatogra-
phiert werden (Laufmittel: Methanol/Wasser 58:42, Detektion 254
nm) .
Ausbeute: Epothilon E 50 mg

F 10 mg

Biologische Wirkung von Epothilon E:

In Zellkulturen wurde die Konzentration bestimmt, welche das

Wachstum um 50 % reduziert (ICgg) und mit den Werten fur Epothi-

lon A verglichen.

Zellinie IC5g (ng/ml)

Epothilon E Epothilon A

HelLa. KB-3.1 (human) 5 1
Mausfibroblasten, L929 20 4
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Epothilon E

CygH39HOYS [509]
ESI-MS: (positiv Ionen): 510.3 fur [M+H]™Y

DC: Rf = 0,58

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol =

9:1

Detektion: UV-Ldschung bei 254 nm. Ansprihen mit Vanillin-
Schwefelsdure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim
Erhitzen auf 120 °C

HPLC: R = 5,0 min

S&ule: Nucleosil 100 C-18 7um, 250 x 4 mm
Laufmittel: Methanol/Wasser = 60:40

Fluf3: 1,2 ml/min

Detektion: Diodenarray

1g-NMR (300 MHz, CDCl3): delta = 2.38 (2-Hg), 2.51 (2-Hp), 4.17
(3-H), 3.19 (6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-Hy, 10-Hy,
11-Hy), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14-Hg), 2.07 (14-Hp),
5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-Hp), 1.05 (22-
Hy), 1.32 (23-H3), 1.17 (24-H3), 0.97 (25-H3), 2.04 (27-H3)

Epothilon F

Cy7H41NO7S [523]
ESI-MS: (positiv Ionen): 524.5 fir [M+H]Y

DC: Rfg = 0,58

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol =

9:1

Detektion: UV-Ldschung bei 254 nm. Ansprihen mit Vanillin-
Schwefelsdure-Reagenz, blau-graue Anfdrbung beim
Erhitzen auf 120 °C.
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HPLC: Ry = 5,4 min

S&dule: Nucleosil 100 C-18 7um, 250 X 4 mm
Laufmittel: Methanol/Wasser = 60:40

FluR: 1,2 ml/min

Detektion: Diodenarray

lH-NMR (300 MH,, CDClj3): delta = 2.37 (2-Hy), 2.52 (2-Hp), 4.20
(3-H), 3.27 (6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-Hy, 10-Hp,
11-Hp), 2.78 (13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-Hp), 5.42 (15-H),
6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (21-Hp), 1.05 (22-H3), 1.26 (23-
Hy), 1.14 (24-H3), 0.98 (25-H3), 1.35 (26-H3), 2.06 (27-H3).

Beispiel 4:

Herstellung von Epothilon E und F durch Biotransformation mit

Sorangium cellulosum So ce90
1) Durchfihrung der Biotransformation:

Flir die Biotransformation wird eine Xultur von Sorangium cellu-
losum So ce90 verwendet, die flUr vier Tage in Gegenwart von 2 %
XAD 16 Adsorberharz (Fa. Rohm und Haas, Frankfurt/M.) bei 30 °C
und 160 Upm geschiittelt wurde. Das Kulturmedium hat folgende
Zusammensetzung in g/Liter destilliertem Wasser: Kartoffelstarke
(Maizena), 8; Glucose (Maizena), 8; entfettetes Sojamehl, 2;
Hefeextrakt (Marcor), 2; Ethylendiamintetraessigséure, Eisen
(III) Natrium Salz, 0,008; MgSO4 x 7 HpO, 1; CaCly X 2 H0, 1;
HEPES 11,5. Der pH-Wert wird vor dem Autoklavieren mit KOH auf
7,4 eingestellt. Das XAD wird durch Sieben Uber ein Edelstahl-
sieb (200 um Maschenweite) von der Kultur abgetrennt. Die Bakte-
rien werden durch Zentrifugation flr 10 min bei 10 000 Upm sedi-
mentiert und das Pellet in 1/5 des Kulturlberstandes resuspen-
diert. Zu der konzentrierten Bakteriensuspension wird nun Epo-

thilon A bzw. Epothilon B in methanolischer Losung in einer Kon-
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zentration von 0,5 g/Liter zugesetzt. Die Kultur wird wie oben
beschrieben weiterkultiviert. Zur Analyse der Biotransformation
wird zu den gewlnschten Zeiten eine 1 ml Probe entnommen, 0,1 ml
XAD zugegeben und die Probe fir 30 min bei 30 °C geschiittelt.
Eluiert wird das XAD mit Methanol. Das Eluat wird zur Trockene
eingeengt und in 0,2 ml Methanol wieder aufgenommen. Diese Probe

wird Uber HPLC analysiert.

Abb. 4) Kinetik der Biotransformation von Epothilon A nach Epo-
thilon E

Abb. 5) Kinetik der Biotransformation von Epothilon B nach Epo-
thilon F.

2) Herstellung von Epothilon E durch Biotransformation von 1 g
Epothilon A.

Der Stamm Sorangium cellulosum So ceS90 wird fur vier Tage in 8,5
1 des obigen Mediums (jedoch ohne XAD Zusatz) in einem 10 Liter
Bioreaktor bei 30 °C, einer Drehzahl von 150 Upm und einer

BeltGftung von 0,1 vvm angezogen.

AnschliefRend wird die Kultur durch cross flow Filtration auf 3 1

2

eingeengt. Hierzu werden 0,6 m® einer Membran mit einer Poren-

grdfse von 0,3 um verwendet.

Die konzentrierte Kultur wird in einen 4 Liter Bioreaktor Uuber-
fihrt und eine methanolische Lésung von 1 g Epothilon A in 10 ml
Methanol zugegeben. Anschlieffend wird die Kultur lber einen
Zeitraum von 21,5 h weiterkultiviert. Die Temperatur betragt 32
°C, die Ruhrerdrehzahl 455 Upm und die Belluftung erfolgt mit 6
1/min. Zum Erntezeitpunkt wird 100 ml XAD zugegeben und flir 1 h
weiterinkubiert. Das XAD wird durch Absieben von den Zellen ab-
getrennt und erschdépfend mit Methanol eluiert. Das konzentrierte

Eluat wird Uber HPLC analysiert.
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Bilanzierung der Biotransformation:
Epothilon A eingesetzt: 1000 mg = 100 %
Epothiloh A nach 21,5 h wiedergefunden: 53,7 mg 5,4 %
Epothilon E nach 21,5 h gebildet: 661,4 mg = 66,1 %
Epothilon A vollstédndig abgebaut: = 28,5 %
Versuch 5:
Die erfindungsgemdf’en Epothilone wurden wmit Zellkulturen
(Tabelle 2) und auf Polymerisationsfdérderung (Tabelle 3) gete-
stet.
Tabelle 2:
Epothilon-Tests mit Zellkulturen
Epothilon A B C D E F
493 507 477 491 509 523
IC-50 [ng/ml]
Mausfibroblasten L 929 4 1 100 20 20 1,5
humane Tumorzellinien:
HL-60 (Leuké&mie) 0.2 0.2 10 3 1 0,3
K-562 (Leukimie) 0.3 0.3 20 10 2 0,5
U-937 (Lymphom) 0.2 0.2 10 3 1 0,2
KB-3.1 (Cervixkarzinom) 1 0.6 20 12 5 0,5
KB-V1 (Cervixkarzinom
multires 0.3 0.3 15 3 5 0,6
A-498 (Nierenkarzinom) - 1.5 150 20 20 3
A-549 (Lungenkarzinom) 0.7 .1 30 10 3 0,1
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Tabelle 3:

Polymerisationstest mit Epothilbnen

Parameter: Zeit bis zur halbmaximalen Polymerisation der Kon-
trolle

Messung: w X Y Z Mittel Mittel
[s] (%]
Kontrolle 200 170 180 210 190 100
Epothilon A 95 60 70 70 74 39
Epothilon B 23 25 30 26 14
Epothilon C 125 76 95 80 94 49
Epothilon D 125 73 120 106 56
Epothilon E 80 60 50 45 59 31
Epothilon F 80 40 30 50 50 26

Standardtest mit 0,9 mg Tubulin/ml und 1 uM Probenkonzentration

Der Polymerisationstest ist ein in vitro Test mit gereinigtem
Tubulin aus Schweinehirn. Die Auswertung erfolgt photometrisch.
Polymerisationsfdrdernde Substanzen wie die Epothilone verkilrzen
die Zeit, bis zu der halbmaximale Polymerisation erfolgt ist, d.
h., je klUrzer die Zeit, desto wirksamer die Verbindung. w, X, y
und z sind vier unabhd&ngige Versuche, die relative Wirksamkeit
ist in der letzten Spalte in % der Kontrolle ausgedrlckt; wieder
zeigen die niedrigsten Werte die beste Wirksamkeit an. Die
Rangliste entspricht ziemlich genau der in Zellkulturen festge-

stellten.
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

Gesellschaft far
Biotechnologische
Forschung mbH

Mascheroder Weg 1

3300 Braunschweig VIABILITY STATEMENT

issued pursuant to Rule 10.2 by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

1. DEPOSITOR II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Name: Gesellschaft fur Accession number given by the
Biotechnologische INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
Address: Forschung mbH
Mascheroder Weg 1 DsM 6773

3300 Braunschweig Date of the deposit or of the transferl:

1991-10-28

1II. VIABILITY STATEMENT

The viability of the microorganism identified under Il above was tested on 1991-10-28 .2
On that date, the said microorganism was

( X )3 viable

( )3 no longer viabie

1V. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED*

IV. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: DSM DEUTSCHE SAMMLUNG VON Signature(s) of person(s) having the power
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH to represent the International Depositary Authority

f authorized offici :
Address:  Mascheroder Weg 1 B or of authorized official(s)

D-3300 Braunschweig DA’/"W’J‘ yzZo Z{,

Date: 1991-11-05

Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new
deposit or date of the transfer).

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (ili), refer to the most recent viability test.
Mark with a cross the applicable box.

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative.

Form DSM-BP/9 (sole page) 0787
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

Gesellschaft fur
Biotechnologische
Forschung mbH

Mascheroder Weg 1

3300 Braunschweig RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

issued pursuant to Rule 7.1 by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

L. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identification reference given by the DEPOSITOR Accession number given by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

So ce 90 DSM 6773

II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR TAXONOMIC DESIGNATION

The microorganism identified under 1. above was accompanied by:

( }  ascientific description
{ X ) aproposed taxonomic designation

{Mark with a cross where applicable)

11I. RECEIPT AND ACCEPTANCE

This International Depositary Authority accepts this microorganism identified under 1. above, which was received by it
on 1991-10-28 (Date of original deposit)!

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on
(date of original deposit) and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was
received by it on (date of receipt of request for conversion).

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Signature(s) of person(s) having the power
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH to represent the International Depositary Authority
or of authorized official(s):
Adress: Mascheroder Weg 1 B D . 4
zyw«/‘ T«
D-3300 Braunschweig dC

Date: 1991-11-05

L Where Rule 6.4(d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired.
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Patentanspriiche
1. Epothilone, dadurch gewinnbar, dafs man

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber-
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert,

(b} das Adsorberharz von der Kultur abtrennt und mit einem
Wasser/Methanol-Gemisch wéscht,

(c) das gewaschene Adsorberharz mit Methanol eluiert und das
Eluat zu einem Rohextrakt einengt,

(d} das gewonnene Konzentrat mit Ethylacetat extrahiert, den
Extrakt einengt und zwischen Methanol und Hexan verteilt,

(e) die methanolische Phase zu einem Raffinat einengt und das
Konzentrat an einer Sephadex-Sdule fraktioniert,

(f) eine Fraktion mit Stoffwechselprodukten des eingesetzten
Mikroorganismus gewinnt,

(g) die gewonnene Fraktion an einer Cl18-Umkehrphase mir einem
Methanol /Wasser-Gemisch chromatographiert und in zeitlicher
Reihenfolge

- nach einer ersten Fraktion mit Epothilon A und

- einer zweiten Fraktion mit Epothion B
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- eine dritte Fraktion mit einem ersten weiteren Epothilon und

- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge-

winnt und
(hl) und das Epothilon der ersten weiteren Fraktion und /oder

(h2) das'Epothilon der zwelten weiteren Fraktion isoliert.

2. Epothilon der Summenformel CogH39NOgS, gekennzeichnet durch
das 1H- und 13C-NMR-Spektrum gemafd Tabelle 1.

3. Epothilon C der Formel:

Epothilon C R =H

4. Epothilon der Summenformel C,7H41NOg5S, gekennzeichnet durch
das lH- und 13C—NMR—Spektrum gemafd Tabelle 1.

5. Epothilon D der Formel:

Epothilon D R = CHj

6. Biotransformant von Epothilon A, dadurch gewinnbar, daf man
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(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber-
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber-
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen Ldsung

von Epothilon A versetzt,

(b) die mit Epothilon A versetzte Kultur inkubiert und danach

mit Adsorberharz versetzt,

(c¢) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu-

iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt,

(d) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasser vertellt, die

Ethylacetat-Phase abtrennt und zu einem &1 einengt,

(e) das O1 an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen

chromatographiert:

Sdulenmaterial: Nucleosil 100 C-18 7 um

Saulenmafe: 250 x 16 mm
Laufmittel: Methanol /Wasser = 60 : 40
FluR: 10 ml/min

und Praktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich
durch UV-L&schung bei 254 nm detektieren lassen, mit einem Ry -

Wert von 20 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert.

7. Biotransformant von Epothilon A nach Anspruch 6, dadurch ge-
winnbar, daf® man bei Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei

oder vier oder mehr Tage alt ist.

8. Biotransformant von Epothilon A nach Anspruch 6 oder 7, da-
durch gewinnbar, daf3 man bei Stufe (b) ein oder zwei oder mehr

Tage inkubiert.
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9. Verbindung der Summenformel CpgH39NO7S, gekennzeichnet durch
folgendes 1H—NMR—Spektrum (300 MHz, CDCls3): delta = 2.38 (2-Hg),
2.51 (2-Hp), 4.17 (3-H), 3.19 (6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-
H, 9-Hy, 10-Hy, 11-Hp), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14-Hy),
2.07 (14.—Hb), 5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-
Hy), 1.05 (22-H3), 1.32 (23-H3), 1.17 (24-H3), 0.97 (25-H3),
2.04 (27-H3z)

10. Verbindung (Epothilon E) der Formel:

S
HoCH,—( |
NN

Epothilon E R=H

11. Biotransformant von Epothilon B, dadurch gewinnbar, daf man

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber-
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber-
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen Ld&sung

von Epothilon B versetzt,

(b) die mit Epothilon B versetzte Kultur inkubiert und danach

mit Adsorberharz versetzt,

{c¢) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu-

iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt,
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(d) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die

Ethylacetat-Phase abtrennt und zu einem Ol einengt,

(e) das O1 an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen

chromatographiert:

S&ulenmaterial: Nucleosil 100 C-18 7 um

S&ulenmalfde: 250 x 16 mm
Laufmittel: Methanol /Wasser = 60 : 40
Flufs: 10 ml/min

und Fraktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich
durch UV-L&schung bei 254 nm detektieren lassen, mit einem Rg-

Wert von 24,5 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert.

12. Biotransformant nach Anspruch 11, dadurch gewinnbar, daf3 man
bei Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr

Tage alt ist.

13. Biotransformant nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gewinnbar,

da® man bei Stufe (b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert.

14. Verbindung der Summenformel C,7H41NO7S, gekennzeichnet durch
folgendes 1H-NMR-Spektrum (300 MH;, CDCl3): delta = 2.37 (2-Hg),
2.52 (2-Hp), 4.20 (3-H), 3.27 (6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-
H, 9-Hp, 10-Hy, 11-Hp), 2.78 (13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-Hp),
5.42 (15-H), 6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (21-Hy), 1.05 (22-
H3), 1.26 (23-H3), 1.14 (24-H3), 0.98 (25-H3), 1.35 (26-H3),
2.06 (27-H3)

15. Verbindung (Epothilon F) der Formel:
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S
HOCH2—<\ |
N / l"o.

Epothilon F R = CHj

16. Mittel fir den Pflanzenschutz in der Landwirtschaft und
Forstwirschaft und/oder im Gartenbau, bestehend aus einem oder
mehreren der Verbindungen gemdff einem der vorangehenden Ansprii-
che oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben einem

oder mehreren Ublichen Tréger (n) und/oder Verdiinnungsmittel (n).

17. Therapeutisches Mittel, insbesondere zum Einsatz als Cyto-
statikum, bestehend aus einer oder mehreren der Verbindungen
nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche oder einer
oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder mehreren der vor-
hergehenden Ansprlche neben einem oder mehreren Ublichen Tra-

ger(n) und/oder Verdinnungsmittel (n).
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intern.

PCT/EP 97/06442

.nal Application No

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

PC 6 CO7D417/06  CO7D493/04
//(C07D493/04,313:00,303:00)

C12P17/08

AD1N43/78 A61K31/425

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

IPC 6 CO7D

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category °

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

X WO 93 10121 A (GESELLSCHAFT FUR
BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG MBH
CIBA GEIGY AG) 27 May 1993

see claims 1,5-8

cited in the application

P,X BALOG A. ET AL.:

(-)-epothilone A"
IN ENGLISH,

pages 2801-2803, XP002035359
see compound 23; page 2803

& DE 41 38 042 A (GBF) 27 May 1993

"Total synthesis of
ANGEWANDTE CHEMIE, INTERNATIONAL EDITION
vol. 35, no. 23/24, 3 January 1997,

1,16,17
(GBF) &

1-3

_/__

Further documents are listed in the continuation of box C.

Patent family members are listed in annex.

° Special categories of cited documents :

*A* document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

*E" earlier document but published on or after the intemational
filing date

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
or priority date and not in confiict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious to a person skiiled
in the art.

"&* document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

27 March 1998

Date of mailing of the intemational search report

09. 0498

Name and mailing address of the ISA

Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo n,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Hartrampf, G

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992)

page 1 of 2

Relevant to claim No.
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category °

Gitation of document, with indication,where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

P,X

WO 97 19086 A (GESELLSCHAFT FUR
BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG MBH (GBF)) 29
May 1997

cited in the application

see page 22 - page 26; claims 12,13;
example 15

WO 98 08849 A (NOVARTIS AKTIENGESELLSCHAFT
) 5 March 1998

see compounds 19 and 19a, page 32

see claims 2,9

NICOLAOU K.C. ET AL.: "An approach to
epothilones based on olefin metathesis"
ANGEWANDTE CHEMIE, INTERNATIONAL EDITION
IN ENGLISH,

vol. 35, no. 20, 4 November 1996,

pages 2399-2401, XP002035372

1-5,10,
16,17

2-5

1-17

Form PCT/ASA/210 {continuation of second sheet) (July 1992)

page 2 of 2
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Intern.  .1al Application No

PCT/EP 97/06442

Information on patent family members

Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
W0 9310121 A 27-05-93 DE 4138042 A 27-05-93

AU 2943792 A 15-06-93
WO 9719086 A 29-05-97 DE 19542986 A 22-05-97
DE 19639456 A 26-03-98
WO 9808849 A 05-03-98 DE 19636343 C 23-10-97

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992)



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Intern. .nales Aktenzeichen

PCT/EP 97/06442

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTAND

IPK 6 CO7D417/06  CO7D493/04 ESC12P17/08 AD1N43/78 A61K31/425
//(C07D493/04,313:00,303:00)

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprifstoff (Kiassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

IPK 6 CO7D

Recherchierte aber nicht zum Mindestprfstoff gehdrende Versffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Wahrend der intemationaien Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.

X WO 93 10121 A (GESELLSCHAFT FUR 1,16,17
BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG MBH (GBF) &
CIBA GEIGY AG) 27.Mai 1993

siehe Anspriiche 1,5-8

& DE 41 38 042 A (GBF) 27.Mai 1993

in der Anmeldung erwdhnt

P,X BALOG A. ET AL.: "Total synthesis of 1-3
(-)-epothilone A"

ANGEWANDTE CHEMIE, INTERNATIONAL EDITION
IN ENGLISH,

Bd. 35, Nr. 23/24, 3.Januar 1997,

Seiten 2801-2803, XP002035359

siehe Verbindung 23; Seite 2803

_/_-

Weitere Veréffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu Siehe Anhang Patentfamilie
entnehmen

° Besondere Kategarien von angegebenen Verdffentlichungen  : "T" Spétere Veréffeptlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum
“A" Veréffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert, Zde" d|§m anrﬁtksc:?;qn&verﬁf;enﬂlcht w°"de\'/‘ mtﬁ;m: ':“':de' p

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist nmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der

. . , Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden

"E" afteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theortie angegeben ist

Anmeldedatum vergffentiicht worden ist *X* Versffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
*L* Versffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Versffentlichung nicht als neu oder auf

scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erfinderischer Téatigkeit beruhend betrachtet werden

anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden

soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie Y* Versffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung

kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet

e au;gefﬂ!?d) o . . werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
0" Versffentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, ) Versffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafinahmen bezieht diese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist
"P* Versffentiichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach *8* Versffentlich die Mitalied d ben P tamilie ist
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist erdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie is
Datum des Abschlusses der internationalen Recherche Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
27 .Marz 1998
Name und Postanschrift der internationalen Recherchenbehérde Bevollmachtigter Bediensteter

Européisches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,

Fax: (+31-70) 340-3016 Hartrampf, G

Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) {Juli 1992)
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PCT/EP 97/06442

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategotie®

Bezeichnung der Versffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

P,X

WO 97 19086 A (GESELLSCHAFT FUR
BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG MBH (GBF))
29.Mai 1997

in der Anmeldung erwdhnt

siehe Seite 22 - Seite 26; Anspriiche
12,13; Beispiel 15

WO 98 08849 A (NOVARTIS AKTIENGESELLSCHAFT
) 5.Marz 1998

siehe Verbindungen 19 und 19a, Seite 32
siehe Anspriiche 2,9

NICOLAOU K.C. ET AL.: "An approach to
epothilones based on olefin metathesis"
ANGEWANDTE CHEMIE, INTERNATIONAL EDITION
IN ENGLISH,

Bd. 35, Nr. 20, 4.November 1996,

Seiten 2399-2401, XP002035372

1-5,10,
16,17

2-5

1-17

Formbilatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2} (Juli 1992)
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Intem.  iales Aktenzeichen

PCT/EP 97/06442

Angaben zu Veréffentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angeflhrtes Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie Versffentlichung
WO 9310121 A 27-05-93 DE 4138042 A 27-05-93

AU 2943792 A 15-06-93
WO 9719086 A 29-05-97 DE 19542986 A 22-05-97
DE 19639456 A 26-03-98
WO 9808849 A 05-03-98 DE 19636343 C 23-10-97

Formblatt PCT/ISA/210 {(Anhang Patentfamilie)(Juli 1992)
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