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(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein neues Enzym mit 6-Methylnicotinsdure-2-dehydrogenase-Aktivitit, eine Nucleotid-
sequenz, die fiir dieses Enzym codiert, sowie neue Verfahren zur Herstellung von Hydroxy-Stickstoft-Heterocyclus-Carbonséduren der
allgemeinen Formeln (I), (ID), (IIT) oder deren Salzen, worin RY, R%, R® und R* gleich oder verschieden sind und ein Wasserstoffatom,
ein Halogenatom, eine Alkylgruppe, eine Arylgruppe, eine Arylalkylgruppe, eine Heteroarylgruppe oder eine Carbonsduregruppe
bedeuten und X ein Stickstoffatom oder CR?, worin R> ein Wasserstoff- oder Halogenatom ist, bedeutet, wobei als Substrat eine
Stickstoff-Heterocyclus-Carbonsgure der allgemeinen Formeln (IV), (V), (VI) oder ein Salz davon, worin R}, R%, R? und R* und X
die genannte Bedeutung haben, eingesetzt wird. Das Verfahren wird mit dem isolierten Polypeptid/Enzym, mittels gentechnologisch
verdnderter Mikroorganismen, oder mittels "Wildstimmen" der Gattung Ralstonia/Burkholderia durchgefiihrt.



INTERNATIONAL SEARCH REPORT Inter  nal Application No
PCT/EP 01/11624

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC 7 C12N9/06 C12N15/53 C12N15/31 CO7K14/21 C07K14/195
C12N1/21 C12P17/12 C07D213/80 C07D241/24  CO7D487/04

According to nternational Patent Classification (IPC) ar to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

IPC 7 Cl2n Co7K Ci2p CO7D

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)

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

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ° | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X DATABASE BIOSIS [Online]

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

February 2000 (2000-02)

TINSCHERT A ET AL: "Novel regioselective
hydroxylations of pyridine carboxylic
acids at position C2 and pyrazine
carboxylic acids at position C3."
Database accession no. PREV200000136729
XP002193702

abstract

& APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY.,
vol. 53, no. 2, February 2000 (2000-02),
pages 185-195,

ISSN: 0175-7598

-/--

1-12,14

13,14

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 international
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)

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

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

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict 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 documentis 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-
fn?gts, ;uch combination being obvious to a person skilled
in the art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

26 April 2002

Date of mailing of the international search report

14-05-2002

Name and mailing address of the ISA
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Douschan, K

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

page 1 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Inte »nal Application No

PCT/EP 01/11624

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ° | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X EP O 559 116 A (LONZA AG)

8 September 1993 (1993-09-08)

cited in the application

Y the whole document

X DATABASE BIOSIS [Online]

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

February 2000 (2000-02)

TINSCHERT A ET AL: "Novel regioselective
hydroxylations of pyridine carboxylic
acids at position C2 and pyrazine
carboxylic acids at position C3."
Database accession no. PREV200000136729
XP002193703

Y abstract

& APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY.,
vol. 53, no. 2, February 2000 (2000-02),
pages 185-195,

ISSN: 0175-7598

Y EP 0 484 908 A (LONZA AG)

13 May 1992 (1992-05-13)

page 5, line 19 - Tine 23

Y EP 0 477 829 A (LONZA AG)

1 April 1992 (1992-04-01)

page 5, line 25 - line 36

Y EP 0 529 653 A (LONZA AG)

3 March 1993 (1993-03-03)

page 2, line 37 - line 40

A DATABASE EMBL [Online]

PRO:AEQ04652,

1 September 2000 (2000-09-01)
XP062193704

abstract

A DATABASE EMBL [Online]

PRO:MTV036, 20 February 1998 (1998-02-20)
XP002193705

abstract

A DATABASE EMBL [Online]

GSS:P181L, 17 March 2000 (2000-03-17)
XP002193706

abstract

A DATABASE EMBL [Online]

PRO:U80806, 6 January 1999 (1999-01-06)
XP002193707

abstract

-/_-

1-12,14

13,14
1-12,14

13,14

13,14

13,14

13,14

6-11

5)7'11

5,7-11

5,7-11

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

page 2 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Inter nal Application No

PCT/EP 01/11624

C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category °

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

Relevant to claim No.

A

DATABASE EMBL [Online]

SWALL:Q59129, 1 November 1996 (1996-11-01)
XP002193708

abstract

DATABASE EMBL [Online]

SWALL:Q59127, 1 November 1996 (1996-11-01)
XP0021393709

abstract

DATABASE EMBL [Online]

SWALL:087682, 1 November 1998 (1998-11-01)
XP002193710

abstract

1-4,7-11

1-4,7-11

1-4,7-11

Farm PCT/ISA/210 {continuation of second sheet) (July 1992}

page 3 of 3




INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tnternational application No.
PCT/EP01/11624

BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international searchreport has not been established inrespect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

5 ClaiznsNos.. 2. Claims Nos.: 1-5, 7, 9, 10 (all partially)

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

See supplemental sheet FURTHER INFORMATION  PCT/ISA/210

3. Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

See supplemental sheet

1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search. report covers all
searchableclaims.

2. D Asall searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
No protest accompanied the payment of additional search fees.
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/210

The International Searching Authority found that this International Application

contains several inventions or groups of inventions, as follows:

1. Claims Nos.: 1-2 and 14 (part.)
Enzyme having 6-methyl nicotinic-2-dehydrogenase activity, polypeptides that
form subunits of said enzyme, DNA encoding said enzyme or said polypeptides,
vectors in which said DNA is inserted, microorganisms that are transformed with
said DNA or said vectors, and methods for producing hydroxy-nitrogen
heterocycle carboxylic acids using said enzyme or said polypeptides or

recombinant microorganisms.

2. Claims Nos.: 13 and 14 (part.)
Use of known microorganisms of the genus Ralstonia/Burkholderia for
producing hydroxy-nitrogen heterocycle carboxylic acids under defined process
parameters.
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Continuation of box 1.2
Claims Nos.: 1-5, 7, 9, 10 (all partially)

Present patent claims 1-5, 7, 9, and 10 relate to a disproportionately large number of
possible compounds/products that lack any definition whatsoever.

The terms “fragments or derivatives of ... said sequences with amino acid deletions,
substitutions, insertions, inversions, additions and/or exchanges” and the completely
undefined term “fragment” used in the claims comprise so many possible choices,
modifications, possible permutations and/or limitations that they lack clarity and/or
conciseness under Art. 6 PCT to such an extent that a meaningful search seems
impossible.

For this reason, the search was restricted to those parts of the claims that seemed to
be clear and concise according to the above mentioned terms, i.e. those parts of
claims 1-5, 7, 9 and 10 and claims 6, 8, 11, 12 and 14 that relate to clearly defined
peptide/nucleic acid sequences of SEQ ID Nos. 1-6 and 15, or to microorganisms
containing said genetic information or the use thereof in a method according to
claims 12 and 14.

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been established
need not be the subject of an international preliminary examination (Rule 66.1(e)
PCT). EPO policy, when acting as an International Preliminary Examining Authority,
is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been
searched. This is the case, irrespective of whether or not the claims are amended
following receipt of the search report (Article 19 PCT) or during any Chapter |l
procedure whereby the applicant provides new claims.
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IPK 7 Cl12N CO7K C12P CO7D
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Februar 2000 (2000-02)
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Zusammenfassung

Seiten 185-195,
ISSN: 0175-7598

TINSCHERT A ET AL: "Novel regioselective
hydroxylations of pyridine carboxylic
acids at position C2 and pyrazine
carboxylic acids at position C3."
Database accession no. PREV200000136729

& APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY.,
Bd. 53, Nr. 2, Februar 2000 (2000-02),

g

1-12,14

13,14

Weitere Veréffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
entnehmen

Siehe Anhang Patentfamilie

° Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

"A* Verdffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeidedatum verdifentlicht worden ist

* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er—
scheinen zu lassen, oder durch die das Veréffentlichungsdatum einer
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soll oder die aus einem anderen besanderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)
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e

-

L]

'T* Spétere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder demn Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

*X* Verdtfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veréffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

"Y* Verbdffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verbffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Verdftentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fir einen Fachmann naheliegend ist

*&* Verbffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

26. April 2002

Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts

14-05-2002

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,
Fax: (+31-70) 340-3016

Bevolimachtigter Bediensieter

Douschan, K

Formblatt PCT/ASA/210 (Blatt 2) (Juli 1992)
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XP002193703

Y Zusammenfassung 13,14
& APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY.,
Bd. 53, Nr. 2, Februar 2000 (2000-02),
Seiten 185-195,

ISSN: 0175-7598

Y EP 0 484 908 A (LONZA AG) 13,14
13. Mai 1992 (1992-05-13)
Seite 5, Zeile 19 - Zeile 23

Y EP 0 477 829 A (LONZA AG) 13,14
1. April 1992 (1992-04-01)
Seite 5, Zeile 25 - Zeile 36
Y EP 0 529 653 A (LONZA AG) 13,14
3. Marz 1993 (1993-03-03)
Seite 2, Zeile 37 - Zeile 40

A DATABASE EMBL ‘Online! 6-11
PRO:AE004652,

1. September 2000 (2000-09-01)
XP002193704

Zusammenfassung

A DATABASE EMBL ‘Online! 5,7-11
PRO:MTV036, 20. Februar 1998 (1998-02-20)
XP002193705

Zusammenfassung

A DATABASE EMBL ‘OnTine! 5,7-11
GSS:P181L, 17. Marz 2000 (2000-03-17)
XP002193706

Zusammenfassung

A DATABASE EMBL ‘Online! 5,7-11
PRO:U80806, 6. Januar 1999 (1999-01-06)
XP002193707

Zusammenfassung

-~/

Formblatt PCT/ISA/210 {Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1982)
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Betr. Anspruch Nr.

A

DATABASE EMBL ‘Online!
SWALL:Q59129,

1. November 1996 (1996-11-01)
XP002193708
Zusammenfassung
DATABASE EMBL ‘Online!
SWALL:Q59127,

1. November 1996 (1996-11-01)
XP002193709

Zusammenfassung

DATABASE EMBL ‘Online!
SWALL:087682, .

1. November 1998 (1998-11-01)
XP002193710

Zusammenfassung
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Feld | Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

Geman Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstelit:

1. D Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich

2. [X] Anspriche Nr. 1-5,7,9,10(alle tweilweise)

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entsprechen,
daf eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefiihrt werden kann, namiich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

3. I:I Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspriche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaft sind.

Feld I Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Biatt 1)

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daf3 diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt:

siehe Zusatzblatt

1. Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche.

Da fir alle recherchierbaren Ansprliche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusétzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Geblihr aufgefordert.

3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, flr die Geblihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Ansprtiche Nr.

4. I__:l Der Anmelder hat die erforderlichen zusétzlichen Recherchengebtiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er-
faft:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusétzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt.

Die Zahlung zusétzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.
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Internationales Aktenzeichen PCTEP 01 11624

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdlt,
namlich:

1. Anspriiche: 1-12 und 14tw.

Enzym mit 6~Methylnicotinsaure-2-dehydrogenase-Aktivitat,
Polypeptide, die die Untereinheiten dieses Enzyms bilden,
DNA, welche fir dieses Enzym bzw. die Polypeptide codiert,
Vektoren, in denen diese DNA inseriert ist, Mikroorganismen,
die mit dieser DNA oder den Vektoren transformiert sind,
sowie Verfahren zur Herstellung von
Hydroxy-Stickstoff-Heterocyclus-Carbonsauren unter
Verwendung des besagten Enzyms bzw. der Polypeptide bzw.
rekombinanten Mikroorganismen.

2. Anspruch : 13 und 14tw.

Verwendung von bekannten Mikroorganismen der Gattung
Ralstonia/Burkholderia zur Herstellung von
Hydroxy-Stickstoff-Heterocyclus-Carbonsauren unter
bestimmten Verfahrensparametern.




internationales Aktenzeichen PCTEP 01 11624

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Fortsetzung von Feld I.2

Anspriiche Nr.: 1-5,7,9,10(alle tweilweise)

Die geltenden Patentanspriiche 1-5,7,9 und 10 beziehen sich auf eine
unverhidltnismaBig groBe Zahl mdglicher Verbindungen/Produkte, die
obendrein noch vé11ig undefiniert sind.

Die Ausdriicke "Fragmente oder Derivate dieser ..sequenzen mit
Aminosduredeletionen, -substitutionen, ~insertionen, -inversionen,
-additionen und/oder -austauschen" sowie der vo1lig undefinierte Ausdruck
"Fragment” in den Ansprichen umfassen so viele Wahiméglichkeiten,
Veranderungen, mogliche Permutationen und/oder Einschrinkungen, daB sie
im Sinne von Art. 6 PCT in einem solchen MaBe unklar und/oder zu
weitlaufig gefasst erscheinen, als daB sie eine sinnvolle Recherche
unmoglich machen.

Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspriiche gerichtet,
die als klar und knapp gefaBt gelten kdonnen, namiich auf Teile der
Anspriiche 1-5, 7, 9 und 10 sowie die Anspriiche 6,8,11,12 und 14, sofern
sie sich auf genau definierte Peptid-/Nucleinsauresequenzen der SEQ IDs
No. 1-6 und 15 beziehen, bzw. Mikroorgansimen enthaltend diese genetische
Information bzw. deren Verwendung in einem Verfahren gemdss den
Anspriichen 12 und 14.

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile von
Patentanspriichen, auf Erfindungen, fiir die kein internationaler
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer
internationalen vorlaufigen Priifung sein kénnen (Regel 66.1(e) PCT). In
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Priifung
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorildufige
Prifung fiir Gegenstdande durchfilhren, zu denen keine Recherche vorliegt.
Dies @ilt auch fiir den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des
internationalen Recherchenberichtes gedndert wurden (Art. 19 PCT), oder
flir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II
PCT neue Patentanspriiche vorlegt.
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