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AL, AM, AT, AU, AZ BA, BB, BG, BR, BY, BZ, C4, CH,
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FJ,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JF, KE,
KG, KP. KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, 5D,
SE, SG, S SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, U4, UG, UZ, VN,
YU, ZA, ZW, ARIPO-Patent (GH, GM, KE, LS, MW, MZ,
SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), ewropdisches Fatent (AT, BE,
CH, C¥Y, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NI,
PT. SE, TR), OAPI-Fatent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR NE, SN, TD, TG}

hinsichilich der Berechtigung des Anmelders, die Prior-
itét einer fritheren Anmeldung zu beanspruchen (Regel 4.17
Ziffer i) fur die folgenden Bestimmungsstaaten AE, AG,
AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ CA, CH,
CN. CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, Fl,
GB, GD, GE. GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP. KE,
KG, KB KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, L¥, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD,
SE. SG, 81, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ. UA, UG, UZ, N,
YU, ZA, ZW, ARIPO-Patent (GH, GM, KE, LS, MW, MZ
SD, SL, 8, TZ, UG, ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), ewropdisches Patent (AT, BE,
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NI,
PT, SE, TR}, OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD. TG}

Verdffentlicht:

mit internationalem Recherchenbericht

mit Angaben itber hinterlegtes biologisches Material, ein-
gereicht gemdss Regel ]3bis, getrennt von der Beschrei-
bung

Zur Erkidrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
b

wird auf die Erklé ("Guidance Notes on

Codes and Abbreviations"} am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifii ein Verfahren zur Herstellung von (R)- bzw. (S)-8-Chlor-6-hydroxy-octansiureal-
kylestern der allgemeinen Formel (R)-IT oder (S)-II, worin R die Bedeutung C;_s-Alky] hat, aus 8-Chlor-6-oxo-octansiurealkylestern
der allgemeinen Formel (D), worin R die obige Bedentung hat. Die Herstellung der gewiinschten Enantiomeren erfolgt biokataly-

tisch in einer tiven ion, wobei

die Stimme Mucor

i ()L und Geotricham

candidum fiir (R)-II-Verbindungen eingesetzt werden. Die erhalterien Ester kénnen in bekannter Weise stereospezifisch zu (R)-0i-Li-
ponstiure umgesetzt werden.
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Verfahren zur enantioselektiven Reduktion von 8-Chlor-6-oxo-
octansdurealkylestern

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifit ein neues biokatalytisches Verfahren zur
enantioselektiven Reduktion von prochiralen  8-Chlor-6-oxo-octanséurealkylestern
der Formel | wahlweise mit Hilfe der Stamme Mucor racemosus bzw. Geotrichum
candidum zum entsprechenden (S)- bzw. (R)-Enantiomer der Reaktionsprodukte.
Nach Bildung des Chiralitatszenfrums kann in bekannter Weise die weitere
stereospezifische Umsetzung zu (R)-a-lLiponsdure erfolgen (DE 195 33 881). Als
Racemat wird o-Liponséure vor allem zur Behandlung der diabetischen Neuropathie
sowie akuter und chronischer Lebererkrankungen eingesetzt. Da ausschlieRlich das
natirliche  (R)-(+}-Enantiomer die biologische Aktivitast aufweist, ist die
asymmetrische Synthese dieses reinen Naturstoffes von grafer Wichtigkeit.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die Verbindungen | sind bekannt und dienen als Zwischenprodukte der
groRtechnischen Herstellung von racemischer Thioctséure (M.W. Bullack et al., J.
Am. Chem. Soc. 1954, 76, 1828).

Fir die Hersteliung der enantiomerenreinen (R)-a-Lipons8ure werden sowohl
chemische Syntheseverfahren, aber auch Verfahren mit biokatalytischen Teilstufen
in der Literatur beschrieben ([]bersichtsarﬁkei: J.8. Yadav et al,, J. Sci. Ind. Res.
1990, 49, 400). Chemische asym}netrische Syntheseverfahren benétigen in der
Regel kostenintensive und komplizierte Ausgangsverbindungen, da z.B. die
Maglichkeiten des Einsatzes der enantioselektiven Chemokatalyse an bestimmte
elektronische und sterische Strukturmerkmale gebunden sind.

JP 2004-505618 A 2004.2.26



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

(11)

WO 02/10422 PCT/EP01/08421

Bei den Herstellungsverfahren mit biokatalytischen Teilstufen werden zum einen
Enzympréparationen von Lipasen und Oxydoreductasen und zum anderen Hefe
eingesetzt.

Die bekannten lipasekatalysierten Verfahrensstufen (Y.R. Santosh Laxmi und D.S.
lyengar, Synthesis, 1996, 594; N.W. Fadnavis und K. Koteshwar, Tetrahedron:
Asymmetry 1997, 8, 337; N.W. Fadnavis et al., Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9,
4109; S. Lee und Y. Ahn, J. Korean Chem. Sc. 1998, 43, 128)

beruhen auf der Enantioselektivitét der Esterspaltung zur Erzielung einer hohen
Enantiomerenreinheit. Dabei werden racemische Gemische vorgelegt. Die
biokatalytische Reaktion kann nur max. 50 % des racemischen Gemisches zur
Gewinnung der enantiomerenreinen Verbindung nutzen. Das verbleibende
unerwiinschte Enantiomer muR entweder verworfen werden oder (ber aufwendige
Reaktionsstufen zu einem racemischen Gemisch zuriickverwandelt werden.
Verfahren mit Monooxygenasen (B. Adger et al., Bioorg. Biomed. Chem. 1997, 5,
253) bendtigen kostenintensive Cofaktoren, wie NADH oder NADPH oder
kostenintensive Cofactorrecyclingsysteme.

Fir Hefe (Saccharomyces cerevisicae) sowie Pilze der Gatiungen Mucor und
Geotrichum ist bekannt, dafd sie zur biokatalytischen Umsetzung von Intermediaten
fahig sind.

Hefe wird bereits seit langer Zeit in Reduktionsreaktionen von R-Ketoestern, der
Esterspaltung und anderen Synthesen als Biokatalysator eingesetzt
(Ubersichtsartikel: S. Servi , Synthesis 1990, 93,1).

Fir Mucor-Arten (z. B. Mucor miehei und Mucor javanicus) sind insbesondere
Reaktionen zur enantioselektiven Esterspaltung beschrieben. Wahrend Mucor
racemosus nur in Bezug auf die Reduktion von Tetramethyleyclohexandion (J.
dAngelo et al. J. Org. Chem. 1986, 51, 40) erwshnt wird, ist fir Geotrichum
candidum die biokatalytische Reduktion von B-Keto-Estern beschrieben (B. Wipf et
al. Helv. Chim. Acta 1983, 66, 485).
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Alle bisher bekannten Verfahren mit Hefe (A.S. Gopalan and H.K. Hollie,
Tetrahedron Lett. 1989, 30, 5705; L. Dasaradhi et al., J. Chem. Soc., 1990, 729; M.
Bezbarua et al.,, Synthesis, 1996, 1289; DE 40 37 440) bzw. Geotrichum candidum
(B. Wipf et al. Helv. Chim. Acta 1983, 66, 485) vermégen nicht, Zwischenprodukte
mit sauerstofffreien, kleinen Liganden in B-Position zum Reaktionszentrum
enantioselektiv zu den entsprechenden S- bzw. R-Enantiomeren umzusetzen. Statt
dessen werden Uber aufwendige Zwischenstufen groRe, sauerstoffhaltige Liganden
in B-Paosition zur Keto-Gruppe eingefihrt, die dann eine enantioselektive Umsetzung
moglich machen.

In der hier beschriebenen Ldsung wird gegen\'ibér den bekannten Synthesen mit
Ausgangsverbindungen gearbeitet, die nur sehr kleine Liganden in o- oder -Stellung

zur Ketogruppe tragen und trotzdem mit hoher Enantioselektivitdt umgesetzt werden.

Die hier dargestellte Ldsung war gegeniber dem bekannten Stand der Technik
besonders {berraschend, da K. Nakamura et al. Tetrahedron Letters 29, 2453-4,
1988 beschreiben, dass nur Esterfunktionen und nicht Chioratome in
Nachbarstellung zum Reaktionszentrum von Dehydrogenasen erkannt werden und
zu enantioselektiven Umsetzungen fihren.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, unter Ausnutzung von bekannten
Synthesebausteinen ein einfacheres und wirtschaftlicheres Verfahren fir die
asymmetrische [nduktion innerhalb der (R)-a-Liponsdure-Synthesesequenz auf

biokatalytischer Grundlage zu finden.

2 Mucor racemosus Q
(\[(\/\)LOR a oRr
G 0 Ct OH
|
(S
0 o]
Geotrichum candidum
! o | Cl OH
(R)-Il
R = G,-C,-Alkyl

Erfindungsgemal wurde die Aufgabe dadurch geldst, dass neue Verfahren mit
Mikroorganismen gefunden wurden, die eine enantioselektive Reduktion der
prochiralen 8-Chilor-6-oxo-octanséurealkylester der Formel 1, worin R fiir Cr4-Alkyl
steht, wahlweise mit Hilfe der Stamme Mucor racemasus bzw. Geotrichum- candidum
zum entsprechenden (8)- bzw. (R)-Enantiomer erlauben.

Als besonders geeignet hat sich 8-Chlor-6-oxo-octansauremethylester erwiesen.

Die enantioselektive Reduktion prochiraler Verbindungen zum (R)-Enantiomer der
Formel (R)-li erfolgt mit Hife von Geofrichum candidum. Eine Umsetzung der
prochiralen Vorstufen zum (S)-Enantiomer der Formel (S)-ll kann mittels Mucor
racemosus erreicht werden.
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Die hohe Enantioselektivitat der Reduktion von 8-Chlor-6-oxo-octansaurealkylestern
der Formel | war insofern nicht zu erwarten, da eine hohe asymmetrische Induktion in
der Literatur nur flr Verbindungen beschrieben wird, bei denen sterisch oder
elektronisch stark unterschiedliche Gruppen auf beiden Seiten in «- oder p-Position
zur Keto-Gruppe die Selektivitit beglinstigen. Desweiteren war Uberraschend, dass
dariber hinaus zwei Stdmme zu finden sind, die mit hoher Ausbeute und

Enantioselektivitat die Umsetzung zu entgegengesetzten Enantiomeren katalysieren.

Das erfindungsgeméfe Verfahren zeichnet sich gegeniber dem Stand der Technik
dadurch aus, da zur Gewinnung der 8-Chlor-6-hydroxy-octanséurealkylester der
Formel (R)-ll Geofrichum candidum (DSM 13776) auf einem herkémmlichen
Pilznghragar, vorzugsweise Sabouraud-Glukose-Agar, angezogen wird. Fiir die
Vorkultur des Stammes wird ein komplexes Medium, vorzugsweise mit 1 %
Hefeextrakt, 2 % Pepton und 2 % Glukose, verwendet. Eine weitere Vermehrung der
Biomasse wird in einem vollsynthetischen Medium mit Glukose als Kohlenstoffquelte,
Ammoniumsulfat  als  Stickstoffquelle  sowie weiteren Nahrsalzen erreicht,
varzugsweise in der Zusammensetzung 20 g/l Glukose, 3 g/l (NH4);SOq4, 4 g/l
KH2PO4 ,0,5 g/l MgSQs, 0,2 g/t NaCl, 0,2 g/l Hefeextrakt, 3 mg/f FeCl; x 6 HO,
3 mg/l CaClz x 2 H20, 0,4 mg/l MnSO4 x Ho0, 0,5 mg/l ZnSO4 x 7 Hz0 und 0,05 mg
CuSO0, x 5 H20. Die Kultivierung der Vorkultur als auch der Hauptkultur wird bei 19
bis 28 °C, vorzugsweise 24 °C, und Uber 1 bis 5 Tage, vorzugsweise 3 Tage,
geschilttelt auf einem Rundschittler bei 100 bis 300 rpm, vorzugsweise 190 rpm
durchgefiihrt. ) —

| |

| .
Die eigentliche biokatalytische Umsetzung wird in einer gepufferten wéassrigen
Lésung unter Zusatz von Glukose als Energiequelle durchgefiihrt. Die Konzentration
des Biokatalysators betragt 0,1 bis 100 g Biotrockenmasse pro Liter, vorzugsweise 5
g Biotrackenmasse pro Liter. Das Substrat wird in einer Konzentration von 5 g/l dem
Biotransformationsansatz zugegeben. Die Biotransformation wird unter Schiitteln bei
24 °C {iber 1 bis 3 Tage durchgefiihrt.
Nach Abschlu der Biotransformation wird die Biomasse abzentrifugiert und der
Uberstand mit einem organischen Loésungsmittel, vorzugsweise Ethylacetat, zweimal
extrahiert. Der erhaltene Extrakt wird bis zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt
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enthélt Anteile von (R)-8-Chlor-6-hydroxy-octanséure der Formel (R)-II (R=H), die auf
bekannte Weise durch anschlieRende Veresterung mit in den jeweiligen Alkylester
Uberfihrt werden (DE 195 33 881).

Die Kultivierung von Mucor racemosus (DSM 13775) sowie die Umsetzungen damit
erfolgen analog wie fur Geofrichum candidum beschrieben.

Das Rohprodukt enthélt Anteile von (S)-8-Chlor-6-hydroxy-octanséure der Formel
(S)-I! (R=H), die auf bekannte Weise durch anschliefende Veresterung in den
jeweiligen Alkylester Gberfithrt werden (DE 195 33 881).

Die nach dem erfindungsgemaRen Verfahren hergestellten Verbindungen (R)-If und
(S)-It weisen in der Regel einen hohen Enantiomerentiberschuss auf, entsprechend
einer optischen Ausbeute von 70-95%. Die Enantiomerenverhéaltnisse werden direkt
durch chirale Gaschromatographie an optisch aktiven Saulen gemessen.

Ausfithrungsheispiele

Beispiel 1

Der Stamm Mucor racemosus (DSM 13775) wird auf einem Sabouraud-Agar bei 24
°C angezogen. 100 ml YPD-N&hriosung (1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton und 2 %
Glukose) wird mit einer Impfose beimpft und fur 3 Tage bei 24 °C auf einem
Rundschiittler (190 rpm) inkubiert. 10 % dieser Vorkultur werden in 100 ml SMG-
Medium (20 g/l Glukose, 3 g/l (NH4)2804, 4 g/t KHaPO4 ,0,5 g/t MgSOs, 0,2 g/t NaCl,
0,2 gt Hefeextrakt, 3 mg/t FeClz x 6 H,0, 3 mg/l CaClz x 2 Hp0, 0,4 mg/t MnSOs x
H20, 0,5 mg/l ZnSO,4 x 7 H20 und 0,05 mg CuSO4 x 5 H20) tberfihrt und weitere 3
Tage bei 24 °C kultiviert.

Die erhaltene Biomasse wird abzentrifugiert und in 100 ml gepufferte waRrige
Losung (50 mmol Na-Phosphatpuffer, pH 6,5) mit 5 g/l Glukose Uberfihrt. 0,5 g 8-
Chlor-6-oxo-octansauremethylester werden in 2 mi Ethanol geldist und dem Biofrans-
formationsansatz zugesetzt. Nach 24 h wird die Biomasse abgetrennt und das
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Medium zweimal mit je 50 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die Extrakte werden

vereinigt und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Riickstand

wird mit 10 ml Methanol aufgenommen und nach Zusatz van 0,04 mi konz. HCI 1
Stunde am Ruckflu® erhitzt. Danach wird das Lésungsmittel abdestilliert. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Ethylacetat/Hexan=3:1) des
Ruckstandes erhalt man 0,33 g (66%) (S)-8-Chlor-6-hydroxy-octansauremethylester
mit einem Enantiomerentberschufd von 92% (chirale GC).

Beispiel 2

Der Stamm Geotrichum candidum (DSM 13776) wird auf einem Sabouraud-Agar bei
24 °C angezogen. 100 mi YPD-Nahrlssung (1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton und 2 %
Glukose) wird mit einer Impfdse beimpft und flir 3 Tage bei 24 °C auf einem
Rundschuttler (190 rpm) inkubiert. 10 % dieser Vorkultur werden in 100 m! SMG-
Medium (20 g/l Glukose, 3 g/l (NH4)2S04, 4 g/t KH2PO4 ,0,5 g/l MgSO4, 0,2 g/l NaCl,
0,2 g/l Hefeextrakt, 3 mg/t FeClz x 6 HzO, 3 mg/l CaCla x 2 H0, 0,4 mg/l MnSO;4 x
Hz0, 0,5 mg/t ZnSO4 x 7 H2O und 0,05 mg CuSO. x 5 H,0) tiberfiihrt und weitere 3
Tage bei 24 °C kultiviert.

Die erhaltene Biomasse wird abzentrifugiert und in 100 mi gepufferte wassrige
Losung (50 mmol Na-Phosphatpuffer, pH 6,5) mit 5 g/t Glukose tberfihrt. 0,5 g 8-
Chlor-8-oxo-octansauremethylester werden in 2 mi Ethanol geldst und dem Biotrans-
formationsansatz zugesetzt. Nach 24 h wird die Biomasse abgetrennt und das
Medium. zweimal mit je 50 ml Ethylacetat ausgeschittelt. Die Extrakie werden
vereinigt und das Lésungsmitiel am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Riickstand
wird mit 10 mi Methanol aufgenommen und nach Zusatz von 0,04 mi konz. HCI 1
Stunde am Ruckfluss erhitzt. Danach wird das Losungsmittel abdestilliert. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Kieselgel, Ethylacetat/Hexan=3:1) des
Riickstandes erhalt man 0,31 g (62%) (R)-8-Chlor-6-hydroxy-octansiuremethylester
mit einem Enantiomeren(iberschuss von 88% (chirale GC).
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von (R)-8-Chlor-8-hydroxy-octanséurealkylestern der
Formel (R)-Il aus 8-Chlor-6-oxo-octanséureatkylestern der Formel I,

0
O
oR
e e Y
OR ct OH

oo i R

worin R jewells die Bedeutung Ci4-Alkyl hat, dadurch gekennzeichnet, dass man die
Reaktion mittels eines Biokatalysators durchfinrt.

2. Verfahren zur Herstellung von (S)-8-Chlor-8-hydroxy-octanséuralkylestern der
Formel (S)-Il aus 8-Chlor-6-oxo-octanséurealkylestern der Formel 1,

o
,/Y\/\/“\O R —— H OR

& o Ct OH
! (Sl

worin R jeweils die Bedeutung Cys-Alkyl hat, dadurch gekennzeichnet, dass man die
Reaktion mittels eines Biokatalysators durchfiihrt.

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass man als
prochirale Ausgangsverbindung 8-Chlor-6-axo-octansguremethylester einsetzt

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man als
Biokatalysator einen Stamm der Spezies Geotrichum candidum einsetzt,
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. Verfahren nach Anspriichen 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass man

Geotrichum candidum mit dem speziellen Stamm (DSM 13776) einsetzt.

. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man als

Biokatalysator einen Stamm der Spezies Mucor racemosus einsetzt.

. Verfahren nach Anspriichen 2 und 6, dadurch gekennzeichnet, dass man Mucor

racemosus mit dem speziellen Stamm (DSM 13775) einsetzt.

. Verfahren nach Anspriichen 1, 2, 4 — 7, dadurch gekennzeichnet, dass man fiir

die biotechnologische Produktion ein vollsynthetisches Medium benutzt, das eine
Kaohlenstoffquelle, eine anorganische Stickstoffquelle sowie weitere Nahrsalze
enthalt.

. Verfahren nach Anspriichen 1 — 8, dadurch gekennzeichnet, dass im Verfahren

anfallende (R)-8-Chlor-6-hydroxy-octanséure der Formel (R)-Il oder (S)-8-Chlor-6-
hydroxy-octanséure der Formel (S)-Il, worin R jeweils die Bedeutung Wasserstoff
hat, durch Veresterung in bekannter Weise zu dem Alkylester der Farmel (R)-Il
oder (S}l, worin R jewells Ci4-Alkyl bedeutet, umgesetzt wird.
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE
(G DER JUNG VON MIKROORGANISMEN
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN

INTERNATIONALES FORMBLATT

Arzneimittelwerk Dresden GmbH
Meifner Str. 35

01145 Radebeul
EMFFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG,
susgestellt gemid Reget 7.1 von der unten angegebener
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

1. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Vo HINTERLEGER zugefeiltes Bemugszeichen: Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
ugetellic EINGANGSNUMMER:
DSM 62760

DSM 13775

1. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ORER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG

Mit dem unter L. bezeichneten Mikeoorganismus wurde

() eine wissenschatiche Beschreibung
(X) eine vorgeschlagene taxonomische Bezeichmung

elagercicht.
(Zutreffendes ankreuzen),

HI. EINGANG UND ANNAHME

Diese internationale Hinterlegungsstelle nitmt den unter 1 bezeichneten Mikroorganismus an, der bei ihram  2000-10-13 (Datum der
Ersthinterlegung)’ eingegangen ist.

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG

Der unter I i i Ist bei dioser i am e (Datum der Brst-
i und ein Antrag auf U dieser i in cine Ko gemid Budapester Vertrag ist am
eingegangen (Datum des Bingangs des Anirags auf Umwandlung).

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Unterschrifi(e) der zar Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GrabH. befugten Persan(en) oder des (doc) von ihr ormichtigton Bediensteton:

Anschrift:  Mascherader Weg Lb
D-35124 Braunschwelg M C‘/ﬁ?{o

Dawm: 2000-10-17

! Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifh, it dies der Zeifpuakt, 2 dem der Status oiner internationalen Hinterlegungssiciic erworben worden ist.
Formblatt DSMZ-BY/4 (einzige Sciz) 0196
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- BUDAPESTER VERTRAG UBER
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUN¢
FOR DIE ZWECKE VON PA’

(20)

DIE INTERNATIONALE
IG VON MIKROORGANISMEN
\TENTVERFAHREN

INTERNATIONALES FORMBLATT

Arzneimittelwerk Dresden GmbH
Meifner Str. 35

01145 Radebeul

LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG
ausgestelit gemih Regel 102 von der unten angegebenen
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

1. HINTERLEGER

11. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Neme: Arzneimittelwerk Dresden GmbH
Meifiner Str. 35

Anschrift:
01145 Radebeul

Van der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
zugeteilte EINGANGSNUMMER:
DSM 13775

Datum dec Hinterlegung oder Welterleitung";
2000-10-13

L LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG

Die Lebensfihigkeit des unter IT genannten Mikroorganistous istem 2000 ~10-13 * geprift worden.

Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus

(XY lebenstehig
¢ Y nicht mehr lchensfihig

1IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN IST*

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Nams: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GrabH

Anschiift: Mascheroder Weg 15
D-38124 Brauoschweig

Unterschrifi(en) der zur Veetreting der Internatioualen Hinterlegungsstelle
befugten Person(en) oder des (dex) von ik ermttchtigten Bedicasteien:

& e,

Datum: 2000-10~17

—
t Angabie des Datoms der Ersthintedlegung. Wenn eioe emeute oder cine Weiterleitung worden ist, Angabe des Datums
der Jeweils fetzten ementen Hinterlegung oder Weiterleltung.
2 In don jn Regel 102 Buchstabe  Ziffer i und ii vorgesehenen Fillen Angabe der Jetzten Lebensfihigkeitsprifung.
s Zutreffendes ankreuzen.
. Ausfilllen, wean die Angaben beantragt worden sind und wena die Ergebnisse der Profing negativ waren, «

Formblatt DSMZ-BPA {einzige Scit} 0196
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(21)

BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE —
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN

INTERNATIONALES FORMBLATT

Arzneimittelwerk Dresden GmbH
Meifner Str. 35

01145 Radebeul
EMPFANGSBESTATIGUNG BEL ERSTHINTERLEGUNG,
ausgestollt gemith Regel 7.1 von der unten angegebenen
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

1. KENNZEICENUNG DES MIKROORGANISMUS

"Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: Van der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
augeteilto EINGANGSNUMMER:
DSM 6593

DSM 13776

H. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG

Mit dem unter 1. bezeichneten Mikroorganismus worde
{ )} cine wissenschafiliche Beschesibung
(X) eine vorgeschlagene taxonognischie Bezeichnung

cingercictt.
(Zutreffendes ankreuzen).

T EINGANG UND ANNAHME

Diese Internationale Hinterlegungssteile nimmt dea unter I hezeichneten Mikroorganismus an, der beishram  2000-10-13 (Datum der
Ersthinterlegung)! cingegangen ist.

IV. BINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG

Der unter i ist bei dieser i am (Datom der Erst-
' und ein Anfrag auf dieser Ersthi in eine Hi ‘gemab Budapester Verirag ist am
cingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umnwandhing).
V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE
Name: DSMZDEUTSCHE SAMMLUNG VON Unterschrifi{ea) der zur Vertretung der infernationalen Hinterlegungsstelle
MIKROORGANISMEN UND ZELLEULTUREN GmbH befiugien Person(en) oder des (der) von ifir emchtigen Bedienstuton:

Ansohrift.  Mascheroder Weg 16 V
D-38124 Praunschweig P &Z}

Datom: 2000-10-17

! Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutsiff, ist dies der Zeitpunid, zu dem der Status einer intornationalen Hinterlegungsstello erworben worden ist. -
Formblatt DSMZ-BP/4 (einzige Seite) 0196

JP 2004-505618 A 2004.2.26



L T e T e T e T e T e T e T e T T e T e T s O s O s O e TR s T e O e, T s T e, O e, T e, O e T e TR e O e, IO e T e T s R |

(22)

~  BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE —
G DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN
FUR DIB ZWECKE VON PATENTYERFAHREN

INTERNATIONALES FORMBLATT

Arzneimittelwerk Dresden GmbH
Meifiner Str. 35

01145 Radebeul
LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG
ausgestelit gemap Regel 10.2 von der unten angegebenen
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE.

1. HINTERLEGER II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Name:  Arzneimittelwerk Dresden GmbH Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
Meiffner Str. 35 zZugeteilte EINGANGSNUMMER:

Anschrift: DSM 13776

01145 Radebeul
Datum der Hintetfegung oder Weiterleitung':

2000-10-13

1. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG

Die Lebensfiihigkeit des unter IT genannten Mikroorganismus istam 2000 -210~13 ? geprisft worden.
s diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus

) febensfihig
( Y micht mehr lebensfahig

V. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN IST*

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name:  DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Untersolrififen) der zur Vertretung det intemationalen Hinterlegungsstelle|
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GinbH befuugten Person(en) oder des (der) von thr erméichtigten Bediensteten:

Anselwift: Mascheroder Weg 16
D-38124 Bravnschweig . wr

Dawm: 2000-10-17

' Angabe des Datums der Brsthinterlegung. Wenn ¢ine emeute His oder cine Wei ‘worden ist, Angabe des Datums
der jeweils letzten emeuten Hinterlogung oder Weiterleitung.
2 In deu in Regel 10.2 Buchstabe e Ziffer #i und iii vorgeschenen Fallen Angabe dor lotzten Lebensfihigkeitspritfung.

N Zutreffendos ankreuzen,
Ausfullen, wenn dic Angaben beantragt worden sind und wena dic Ergebuisse der Pritfung negativ waren,

Formblatt DSMZ-BP/9 (einzige Selte) 0196
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1 NTERNATIONAL SEARCH REPORT

(23)

Inte  >nal Application No
PCT/EP 01/08421

A
IrC 7

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

Ciepr7/42 /(C12P7/42,C12R1:645),(C12P7/42,C12R1:785)

Aceording te Intemational Pajent Classification (IPG) or to both nalional classitication and IPG

B. FIELDS SEARCHED

IrC 7

earched (dassitcalion system Tolowed by CsSHIGaDN symbols)
clzp

han ion fo the extent that such documents are ingluded In the fiekis searched

Electronlc data bass consulied during the International search (name of data base and, where practical, search tamm used)

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

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Galegory © | Chiation of document, with indicetion, where appropriate, of the relevant passages Relevant to clalm No.
X NAKAMURA K ET AL: “ASYMMETRIC REDUCTION 1-¢

OF KETONES BY GLYCEROL DEHYDROGEMASE FROM

GEQTRICUM"

TETRAHEDRON LETTERS, ELSEVIER SCIENCE

PUBLISHERS, AMSTERDAM

vol. 29, no. 20, 1988, pages 2453-2454 ,

XF001021318

ISSN: 0040-4039

cited in the application

the whale document
X EP 0 939 132 A (DAICEL CHEMICAL IND., 1,3-5,8,

LTD.) 1 September 1999 (1999-09-01) 9

siehe insebsondere Seite 3 und Anspruch 16

claims 1-20

—fmm

urther listedinthe corfinualion of box C. Patent famlly members are Usted In annex.

*A* document defining the general state anna ar which is not
consldered o be of particular relevan
E* earer g:cumem but pudlisheg on nraﬂerlhe international
il
" docl:cn;‘em Sihiah may thiow doubls on pioly sleun(a) or
[ thes
Cation or ather spectal roason (. cpy
“Q" document refofting o &n oral disclosue, Use, exhiition or

P document published pror 1o the international filng date but
alor than the priority dale claimed

“ Special categeries of clied dosuments :

invention

o o estabich the publicailon dato f ariol
eciliert)

T tater ﬂﬂc:/mn\ Dubhshedaﬂsr!he Intemailenalning dale
d not

In cenflict wilh the gpplication hut

ChEd 1o Undersiand he BrinGDe of msovy underying the

X docnmsnl of particular relevance; the claimed Invention
be considered novel cr cannot be considered to
In\'oNs an inventive step when the document is. ‘aken alons
V" doqument of paticular relevance; th claimed bven
- ROk bes ConIdeted o Jvows an Invanive ste whe the
Gacumart s combinec it one of MO s Sich dogi

ments, siich comhination being obvicus to 2 person skifed

“&* document member of the same patent family

Date of the actual completion of the inlernationa) search Datte of mailing of 1he intemational search report
23 October 2001 05/11/2001
Name and mailing address of the ISA Authorized officer
Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Palentiaan 2.
Ni_ ~ 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 &po nl,
Fax: (+31-70) 340-G016 Douschan, K
Fomm PCT/ISA/210 (secand sheel) (July 1662)
page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(24)

Inte >nal Application No

PCT/EP 01/08421

ORGANIC SYNTHESIS®
SYNTHESIS, GEOR& THIEME VERLAG. STUTTGART,
DE

vol. 93, 1990, pages 1-25, XP001018969
ISSN: 0039-7881

cited in the application

page 3

C. DOGUMENTS CC TO BE BELEVANT
Category | Citation of document, with indication, where appropriale, of tha relevani passages Relevani fo cleim No.
X DATABASE CA ‘OnTine! 1,3-5,8,
CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 9
OHIO, US;
PATEL, RAMESH N. ET AL: "Stereoselective
reduction of.beta.—keto esters by
Geotrichum candidum"
retrieved from STN
Database accession no. 117:190226
XP032180887
abstract
& ENZYME MICROB. TECHNOL. (1992), 14(9),
731-8 ,
X SERVI S: "BAKER’S YEAST AS A REAGENT IN -3

Fom FCTASAZ10 (continuation of szeond shest) (Joly 1952)

page 2 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

~formation on patent family members

(25)

inte  snal Application No

PCT/EP 01/08421

Patent documeant. Pubiicaticn Patent family ’ Publication
cited in search report date member(s) daie
EP 0939132 A 01-09-1993  JP 11239478 A 07-09-1999
EP 0939132 AL 01-09-1999
us 6168935 BL 02-01-2001

Form FCTASA/Z10 fpatent fornlly annox) Loly 1882)
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(26)

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

intel  nales Aktenzeichen

PCT/EP 01/08421
KLASSIFZIERUNG DI

TR CTRR a7 (CLoP 745, C12R1:645), (C12P7/42,C12R1 : 785)

Nach der Intemationalen Patentklassifikation (iPK) oder nach der nationsien Klasifikation und der IPK

B. HECHERCHI.ERTE GEB]ETE

IPK 7 CIZP

Recherchierte aber nicht zum Mindestpristofi gehdrends Verdfientlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiele fallen

‘Weihrend der Internationalen Recherche konsultierte elektronische Daienbank (Natme der Datenbank und evtl. verwendsle Suchoegrite)

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

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentiichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Befracht kommendan Teile Betr. Anspruch Nr.
X NAKAMURA K ET AL: “ASYMMETRIC REDUCTION 1-9

OF KETONES BY GLYCEROL DEHYDROGENASE FROM

GEOTRICUM"

TETRAHEDRON LETTERS, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL,

Bd. 29, Nr. 20, 1988, Seiten 2453-2454,
XP001021318

ISSN: 0040-4039

in der Anmeldung erwédhnt

das ganze Dokument

X EP © 939 132 A (DAICEL CHEMICAL IND., 1,3-5,8,
LTD.) 1. September 1999 (1999-09-01) 9

siehe insebsondere Seite 3 und Anspruch 16
Anspriche 1-20

_/__.

Siehe Anhang Patentiamilie

W%Ire.v;z Vertffentlichungen sind der Fortselzung von Feld G zu
entnel

e Besuﬂders Kalegnrisn lon angsgebsnan Verditentlichungen “T* Spatere Verditentichung, die nach dem inlematlonakan Anmeldedatum
Stand ger odar dem Pricritétsdatum versffentiicht worden ist und mit der
‘aber nicht 2ls. Eesundefs bedeuisam anzusehen it Anmeldung nicht kellidiert, sondern nur ;umd\lersﬂmnls dei der
Erfinds li i der
*E* slieres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interationalen rinding zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundaliegenden
Anmeldedalum verditenlicht viorden kst "X Yerdfentichung von besonderer Bsdoulung; die boansprucite Efdung
"L Verdentichung, o esigne s, iar Proitasansyrich avollehef or- Katn e ai g dcer Verdlent g e i nts oo 2

N zu iassen, oder durch die das Vemﬂenllumunmda\um emner crfv\der\scherTallukeh baruhend hslranmm wsrd
anue i i nannten Verotie

o Werden »

sall ouerdla aus einem anderen besonderen Grund angegaben ist (Wk kann richt als auf arfmdarschey Tallgke“( hevuhend belrachiet
., 2usgeith o v Ung mit oiner oder mehrrén andsren
€ Versffenilichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung, Varoentlichungen oaor Katogone Ir\sthlndung gebracht wird und
s e BonTING, eine Aussicllung oder ande Maﬁﬁgggen begard diese Verbindung fir einen Fachmann fiahy

erdffentlichung, die vor dem intemationalen Anmekiedatum, sber nach v,

(oo A R s S 8¢ Verdtfentichung, die Mitgied derseumﬂ Patentfamilie lst

Datum des Abschiusses der intermationaien Recherche
23. Oktober 2001 05/11/2001
Name und ift der Bevolimachiigter Bediensteter
E\tro[lzézbches F'memarm £.B. 5818 Palentlaan 2
Yel. (+31 70)340 2{)40 Tx. 31 651 eponl,
ax((m—m) 340-3018 Douschan, K

Fommbistt PGTSA10 (Blaf 2) [ueli 1962)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

27)

Inte bnales Aktenzelchen

PCT/EP 01/08421

ORGANIC SYNTHESIS®
SYNTHESIS, GEORG THIEME VERLAG. STUTTGART,

DE,

Bd. 93, 1990, Seiten 1-25, XP0O101896%
ISSN: 0039-7881

in der Anmeldung erwahnt

Seite 3

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN
Kategorie® i 3 i lich unter Angabe der in Betracht Tells Betr, Anspruch Nr,
X DATABASE CA “Online! 1,3-5,8,
CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 9
ORIO, US;
PATEL, RAMESH N. ET AL: "Stereoselective
reduction of.beta.-keto esters by
Geotrichum candidum”"
retrieved from STN
Database accession no. 117:190226
XP002180887
Zusammenfassung
& ENZYME MICROB. TECHNOL. (1982), 14(9),
731-8 , :
X SERVI S: "BAKER’S YEAST AS A REAGENT IN 1-3

Fonrilatt POT/SAZ10 [Fortsetbaung von Biett 2) (Jull 1962)
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(28)

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT -
. el hales Akenzeichen
Angaben zu die zur -
I—;T/EP 01/08421
Im Recherchenbericht . Datum der Mitghed(er) der [ Datur der
P i il Verdffentiichung
EP 0939132 A 01-09-1999  JP 11239478 A 07-09~1999
EP 0939132 Al 01-09~1999
us 6168935 Bl 02-01~2001
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