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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE :
X7 Patente de Invencion. ] Paiente de Modelo de Utilidad.
] Capiiulol. (X Capituloll.
(7)) Nombre: AvENTIS PHARMA S.A. IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direccion: 20, avenue Raymond Aron,
™) F-02160 Antony, Francia | CC O w O
Nacionalidad o Domicilic: Antony, Francta| CE. 1 op [
Lugar de Constilucion: FRANCIA
Cual
Teléfono: Fax: Nomero
E-mait:
® Nombre: GUSTAYO HOLLMANN RESTREPO IDENTIFICACION
REPRESENTANTE| Direccion: Cra. 11A No. 94-76-0f. 308| CC. [ w []
O APODERADO CE. D Otro m
Toltfono: 6161948  Fax. 6163976 Cual
@ Nombre: SALAGNAD, Christophe
‘NVENT(?ZR)(ES) Direccion; 3, passage de 17absolu,
Nacionafidad o Domicilio F-94490 Ormesson sur Marne, Francia
® PCT (86)
Solcitud Inlernacional No, PCT/FR02/02976 Fecha Agosto 30 de 2002
Publicacion Internacional No, W0 03/020943 A2 Fecha Marzo 13 de 2003
® Titulo(53) _"PROCESD ENZIMATICO PARA LA RESOLUCION ENANTIOMERICA OE
i AMINQACIDOS®,
@ Clasificacion Internacional (51) _C12P 13/04
® Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nitmero de Solicifud
Francia Septenber 4, 2001 | 01711431
SIM  NO[]|estados Unidos | veber 0, 2000 | 60/331,613
. f T . O
e Y £ v Avut a3 o e ¢ S
® Co_mprobaplé de pago No. 0% = 14,085 | CoL T '-}'.;%;E:'_Fgcha Febrero.24, 2004 |
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® ANEXOS

[X] Comprobania de pago de La tasa do presentacin de la soficitd.

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

m Poderes, si fuere el caso.

D Documento de cesidn del inventor al solicitante 0 a su causante.

D Declaraciongs

[X] Copiadela solicitud intenaciunal. (Resumen, descripcin, reivindicaciones, dbujos)

[X] Traduccion da'a solicitud ink:racional al casie¥eno. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

[x] Copia del examen preiminar mtornacional efciuado por Ia Auloridad Intemacional de Examen Preliminar (IPEA).
[} Tractuccion del examen prefiminar intemacional efectuado por la IPEA.

[] Desereicaso, copiadel contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acrodite fa icencia o autorizacion de uso de conocimiontos tradicionales de ias comuni-
dades indigenas.
[ Desereicaso, certificado de dopdsilo del material biologico

[] Attefinal 12x12.

[ Desere! caso, informacitn soro ofres soliciudes de patents o ibsos oblenidos en el extranjero por el mismo tiiar o su
causante, relacionadas parcial o lolaimenie con la invencion de esla solicitud.

[[] Deserel caso, modificacionus clociuadas a la soliciud intemacional.
[X] Otos Reporte de Bisqueda Internacional,

[ (f1) FIGURACARACTERISTICA:
4 N

. J
) @ Soficito fa concesidn de la patents,

NOMBRE: GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO

T

} -
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Continuacién enumeracién del nombre de los Inventores, con
Su correspondlente direccién, cddigo postal y domiclllo:

Nombre Direccién Domicllio

GOBERT, Claude 12, rue Gustave Charpentier, F.94240 L'Hay les Roses,
Francia

DURY, Marie-Odile 2, bis rue des Maraichers, F-94480 Ablon, Francia

Conti. enumeracién del nombre de los Inventores 55461



Otros anexos gue se acompaifian a la solicitud.

Forma PCT/IB/308 correspondiente a la nota de informacién al solicitante de la

comunicacion de la solicitud internacional a las oficinas designadas.

Forma PCT/IB/332 referente a la informacién concerniente a las oficinas elegidas

notificadas de su eleccién.

Orros documentos que tc acompafien g la solicitud 55461
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G HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

The ur dersigned , Aclng an
behall of and represenung of Avents Pharma S.A.
domualed i, savenue Ravmond Aron I-92160
ANTONY FRANCIA herchy appoint(s) GUSTAVO
HOLLMANN RESTREPO and/or LUIS PATINO
LEYVA, dormualed in Bogota DC Republic of
Colombia , »s our true and legal attomnev with the
necessary powers
1) To apphk to the administratne, judical and police
authanties of the Republic of Colombra, 1n anv mstance
or appesl, for obtamning registrauon of patents utility
models industrial designs and models, commercial
ensigns and names, trademarks, slogans, health hcenses,
copynghts and domain names as well as thenr
assignments cxtensions, rencwals and changes of name,
2) To prepare, apph for abtan, cxecute and register
contracts, bicenses, authonzauons and regstrations of
any lund, 3) To intervene as plannff or defendant, 1n anv
mstance or appeal before any judge, court, tribunal,
corporation, public officer or authonty in anv judicial,
admuustrative or police achon, such as acuon deabng
with commercial ensigns and names, oppositions against
Qt;.l:nlrk registranions, caduat and nullin  acuons,
ery scuons acuont ansing from obtainment and
working of license agreements, acuons dealing with
unfur compeouon, cnminal acuons, actions claiming
indemnuty for damages complamnts or remarks on all
sort of industnal property matters, the performance of
precautionary measures and in anv other sumilar action,
measure or appeal relaed to mtellecrual propern
matters
To this effect, I (wc) hereby authonze him to file
spplicauons, make descriptions protests, amendments,
declaranons opposiuons  cancellanons  appeals and
clums, to pay taxes, quatas and liens as provided
Law; to warve or abandon granted nghts or nghts mn
process of bemg granted, to recene all kind of
documents and secunues, to 1ssue the respectn & releases
and, i general, 1o take before smid authonues, perunent
steps 10 the abore mennoned purposes and take all
casures they may deem advisable to protect mv (our)
CSCNIU with all other necessan legal faculues, and [
(we) herebyv declare as good and vahd whatever the
attomers should do to mv (our) benefit
This power compnses the authonty to ratfi or confirm
on m (our) behalf any acton as well as the faculn of
receiving, desisung,  transacung,  compromusing,
subsutuung and revoking  subsututons  taking
nonficauons, snd appoinung judicial or extra judicial
attomevy
Signedin A utow onthis 26" da of
"1«7 of Wod/

b

Frangols DAVID
FONDE DE POUVOR
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CHAMSRE DE COMMERCE ET O INDUSTR
DE FARIS

G HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA

Y o (nosotras) abrando en
nombre propio v representacion de, con domialio
en , nombro(amos) s GUSTAVO HOLLMANN
RESTREPO /o LUIS PATINO LEYVA, con domiciho
en Bogoms D C, Republica de Colombia Cra 11" No 94-76,
Oficna 308, apoderado verdadero + legal con poder
especual, ampho v suficiente:

1) Pars recabar de las oficinas 1+ autondades colombianas
admnistrativas, judicrales y de policia en cualquier instancia o
recurso, la obtencion de paientes de un encion, modelos de
utibdad, dibujos v modelos industriales, registro de marcas
registro de lemas comerciales deposito de nombres
ensenas comercales, registros sanitarios derechos de autor y
nombres de domunio as1 como sus traspasos prorrogss,
rcnovaciones v cambios de nombre 2) Elaborar tramutar,
solicitaz, obtener, realizar, ejeccutar \ rcegistrar contratos,
licenciss, sutonzaciones « regastros de cuslesquicra clases, 3)
Intenensr como demandante o como demandado en
cualquier 1nstancia y recurso v ante cuslquier juez, enndad,
corporacion, funcionano publico ¢ autondad en acciones
Judicrales admumsiranvas y de poliam, tales como acoiones
denvadas de nombre o ensena comerciales, accones
renindicatorias, scciones demadas de I obtenmon o
explomcion de lcencins acoiones de compricnca desleal,
demandas penales v civiles acciones de mdemnizacion de
penuicios  reclamos u obsenacinnes a3 cuslquier asunto
sok.re propiedad mntelectual al ejeracio de medidas cautelares
v Cualesqu era otras arcapex medidas o recursos similares
relacionados con la propiedad intelectual

A este cfecto, lo facultamos para elevar sohatudes, formular
descripciones,  enmiendas, protestas, declaraciones,
oposiciones, cancelaciones, apelaciones y reclamos, pagar
Impuestas, cuotas 1 gravamenes prescatos por Ia Ley;
renunciar o dessur a derechos concedidos © en curso de
concesion reabir toda clase de dacumcntos v valores dando
al descargo respecuvo, y en general, para dar ante dichas
autondades todos los pasos necesanos al cfecto mndicado 3
tomas todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de mus (nuestros) intereses, con todas laz
facultades necesams, v por este documento desde ahora
declero(amos) valido y bueno todo cuanto los apoderados
hucieren en mu (nuestro) beneficio

Este poder comprende la facultad de rateficar, o confirmar en
mi {nuestro) nombre lo actuado, asi como Ia facultad de
recibur, desistir, transigir, comprometer sustwir v revocar
susutuciones, recibir notficaciones v nombrar apoderados
judiciales o extmjudiciales

Firmado en el de
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CERTIFICATION
COMPANIES

The undersigned certifics:  that  the
preceding signarure(s) reading is (arc) authentic;
that the signer(s) at present fill(s) the position of

of : that he (they) is {(are) empowered to grant thiy
power; and thar said company exists, accomplishes its
social object and is organized in in accordance
with the Laws of

All the foregoing facts are known to me due to my
having examined the respective documents to which |
attest.

Signed in on this day of of

CERTIFICACION
SOCIEDADES

El(la) infrascrito(a) certifica: que lafs) firma(s)
que antecede(n) y dice(n) es (son) auténtica(s); que el
(los) signarario(s) descmperia(n) actualmente el cargo(s) de

de i que tiene(n) facultad para otorgar este
poder; y que dicha compaiiia cxiste, cumple su objeto social

y csti organizada cn conforme 1 las Leyes de .
Todos los hechos anteriores le constan, por haber
cxaminado los documentos respectivos y de todo cllo da fe.

Firmado en el de de




SELLO DE CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE PARIS

001206 MAYO 27 DE 2003

CERTIFICANDO QUE LA FIRMA QUE ANTECEDE ES CORRECTA Y
VERDADERA.

POR EL PRESIDENTE DE LA CAMARA DE INDUSTRIA Y COMERCIO DE

PARIS. FIRMA (ILEGIBLE)

FEDERIC MOROT

APOSTILIA

CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961
| REPUBLICA FRANCESA

Zas
LA PRESENTE ACTA PUBLICA Bl b
ol
2 HA SIDO FIRMADA POR (ILEGIBLE) pretel A
‘ :_' : E:‘ F
3 ACTUANDO EN SU CALIDAD DE (ILEGIBLE) R
T S,
4 SELLO DE (ILEGIBLE) "
<
CERTIFICA
5 EN PARIS EL 2 DE JUNIO DE 2003 _
7 POR EL PROCURADOR GENERAL ANTE L DBAPELACIONES - ;75 |
8 BAJO EL NUMERO 4809 '-':,—E-‘-:
FIRMADO, ILEGIBLE Yoo
_--:i ﬁ
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TRADUCCION OFICIAL NO. 203711 de un documento escrito en FRANCES, el
cual para su identificacion se sella con el sello de MARIA EUGENIA SANINT,
Traductora Oficial segiin Resolucion No. 4118 del Ministerio de Justicia de

Colombia.

Cémara de Comercio de NANTERRE

4, Rue Pablo Neruda
92020 NANTERRE CEDEX

Extracto Kbis

MATRICULA EN EL REGISTRO MERCANTIL Y DE SOCIEDADES
Extracto al 31 de marzo de 2003

IDENTIFICACION

Razén Social;

Numero de Identificacion;
NOmero de tramite:
Fecha de matricuia:

AVENTIS PHARMA S.A

304 463 284 R.C.S. NANTERRE
1982 B 00155

26 de enero de 1982

INFORMACION RELATIVA A LA PERSONA JURIDICA

Forma jurldica:

Con capital de:

Direccion de la sede:
Duracion de la sociedad:
Fecha de cierre de cuentas:
Constitucién-Registro de ia

Escritura de Constitucién:

Publicacién:
Transferencia de:
Registro de la escritura:

Publicacién en la Secretaria
de la nueva sede:

sociedad anénima con junta directiva y consejo
de vigilancia

899.602.128,48 Euros

20 AVE RAYMOND ARON 92160 ANTONY
Hasta ei 24 DE SEPTIEMBRE, 2073

31 de diciembre

En la Escnbania de la Camara de
Comercio de PARIS, 28 de agosto de 1974

Petites affiches del 16 de agosto de 1974

e la Cédmara de Comercio de
o588 enero de 1982, bajo el

GDES e J

de! Minsterio de Justicia



ADMINISTRACION

Presidente de /a Junta Directiva Serior BRISSON GILLES

nacido ef 08/01/1952 en CHATENAY
MALABRY 92290
de nacionalidad francesa

residente en el 11 RUE DE LA
CHRETIENTE 92330 SCEAUX

Presidente y miembro del consejo de

Vigilancia Sefior SOURSAC THIERRY
nacido el 22/04/1957 en HANNOGNE ST
MARTIN 08160
de nacionalidad francesa
residente PO BOX 669 —
RIEGELSVILLE, PA 18077 ESTADQOS
UNIDOS

Vice-presidente de /a junta directiva

Y director general Sefior JACQUESSON OLIVIER
nacido el 18/10/1949 en PARIS 75016
de nacionalidad francesa
residente en 104 RUE D'AGUESSEAU
82100 BOULOGNE BILLANCOURT
Vice-presidente y miembro del

Consejo de vigilancia Serior DUBOIS BERNARD
nacido el 25/01/1945 en CONDE SUR L
ESCAUT 59163
de nacionalidad francesa
residente en FUCHSHOHL 119!1D-60431

FRANCKFURT (ALEMANIA)}
Director General — miembro de la
Junta directiva Sefior CHEVALIER ALAIN
nacido el 21/06/1953 en ARGEL
(ARGELIA)

de nacionalidad francesa
Nesidente en 140 RUE DE VERSAILLES
w8150 LE CHESNAY

Director general —miemit

Junta directiva EVEN DOMINIQUE
%121/07/1952 en MONTREUIL

)
MARIA EUEG: A SQNINT
TRA ‘_ A CFICIAL
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de nacionalidad francesa
residente en 33 RUE GABRIEL PER!
94220 CHARENTON

Director general — miembro de la

Junta directiva Seflor WESS GUNTHER
nacido el 15/07/1955 en ROCKINGEN 99
(ALEMANIA)
de nacionalidad alemana
residente en LANGENSELBORDER WEG
35 53526 ELERNSEE

Miembro del consejo de vigilancia Sefor FINANCE MICHEL
nacido el 23/09/1957 en EPINAL 88000
De nacionalidad francesa
residente en ROTBRONSTRASSE 21
61440 OBERURSEL, ALEMANIA

Miembro del consejo de vigilancia Seflor PEYRE PHILIPPE
nacido el 30/03/1951 en CARPENTRAS
84200
de nacionalidad francesa
residente en 3 BD DE SAUSSAYE 92200
NEUILLY SUR SEINE

Revisor fiscal titular COOPERS LYGRAND AUDIT
residentes en 32 RUE GUERSANT 75017
PARIS

Revisor fiscal suplente Sefior NICOLAS YVES
nacido el 21/03/1955 en LA VQ
RHONE 07800
de nacionalidad francgsé
Residente en 32 RY
PARIS

INFORMACION SOBRE LA ACTIVIDAD COMERCIAL
Origen de la sociedad

Origen del establecimiento
Comercial:

Ot istery 2 iy

Actividad: Fabricacién, tratamiento, procesamiento,
investigacion, experimentacién y venta, bien sea

3



b

de productos quimicos, en particular los
destinados a ia farmacia humana, veterinaria y a
la alimentacion animal, y empacados o no con
miras a la venta al peso medicinal; bien sea de
composiciones, preparaciones, objeto o articulos
destinados al usc de la medicina humana y
veterinaria. Las actividades relacionadas con la
comercializacion de especialidades
farmacéuticas, a saber, en particular, farmaco-
vigilancia, informacion médica y publicidad,
seguimiento y retiro eventual de los lotes, asi
como de las operaciones de aimacenamiento
correspondientes.

Direccion de la sede principal 20 AVENUE RAYMOND ARON 92160 ANTONY

Forma de comercializacién negocio comercial dado en
arriendo-administracion a RHONE
POULENC CHIMIE A PARTIR DEL 1 DE
ENERO DE 1990

OBSERVACIONES
25 de noviembre de 1985, nimero 16718

Homologacion de los estatutos (a.G.e. Dui 27 da junio de 1985)

5 de febrero de 2001, numero 63690

Fusion absorcion de la sociedad Hoechst Marion Rousse! (Rcs Nantgped”.E
552081473) a partir del 31/12/2000

20 de julio de 2001, numero 70501
Valor exacto del capital: 620 541 846,87 euros

16 de abnil de 2002, numero 82584

(334 733 235 Res Nanterre) a pari( de)
de noviembre de 2001, con vigenciah
retroactiva a partir del 1 de enero de

ESTABLECIMIENTOS BAJO LA JURISDICCION DE LA ESCRIBANIA DE
COMERCIO

Direccitn: 182-184 AVE ARISTIDE BRIAND, 92160 ANTONY

OFICIAL
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Actividad: Investigacién, experimentacion, desarrolio de toda clase
de productos quimicos y procedimientos de fabricacién
o formulacién en el dominio de la salud humana y
animal y la alimentacién animal.

Inicio de la comercializacion: 1 de enero de 1983

Clase de comercializacion: comercializacion directa

Direccion: 101 AV DE VERDUN 92 VILLENEUVE LA GARENNE

Actividad: Compra y fabricacion, preparacion, tratamiento y venta
de toda clase de productos quimicos para la industria y
la farmacia.

Inicio de la comercializacién: 1 de enero de 1987

Origen del negocio
comercial: negocio comercial adquirido mediante aporte

Empresa comercializadora anterior:
STE CHIMIQUE POINTET GIRARD
Namero de identificacién B6520577928
Diario Journal spécial des sociétés frangaises del 17 de
enero de 1987 -

Forma de comercializacién : comercializacién directa
Direccion : 18/20 AV RAYMOND ARON 92160 ANTONY
Actividad Estudios bioldgicos, fisioquimicos y galénicos con miras

a la elaboracion de nuevos medicamentos — realizacion
de pruebas de investigacion terapéutica, preparacion de
muestras.

Inicio del negacio: 1 de enero de 1987

Origen del establecimiento comercial: establegi niento comercial por aporte

N osowcelf.
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ESTABLECIMNIENTOS FUERA DE LA JURISDICCION DE LA ESCRIBANIA
DE COMERCIO

Escribania de COMPIEGNE (6002) Numero de trémite 2001 B 00071
Establecimienio Secundario

Escribania de THIERS (6306) Numero de trémite 2001 8 00028
Establecimiento Secundario

Escribania de BOBIGNY (9301) Numero de trémite 2001 B 00793
Establecimiento Secundario

Escnbania de CRETEIL (9401) Numero de trémite 2001 B 23655
Establecimiento Secundario

Extracto expedido en NANTERRE, el 1 de abril de 2003 en 4 hojas tiles

El Secretario de la Camara
(Firma ilegibie)

Fin del extracto

APOSTILLA
{Convenio de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Republica Francesa COLOMBIA
El presente Documento Publico

2. Fue firmado por; Doucede

3. Quien actua en calidad de: NOTARIO

4 Lleva el sello de Camara de Comercio de Nanterre




s

Certifica

5. En VERSALLES 6. El 2 de julio de 2003

7. Por el Procurador General ante el Tribunal de Primera Instancia
8. Bajo el Numero 11234/03
9. Sello/Estampilia:

Sello del Tribunal de Primera Instancia de Paris.

10- Firma: (llegible)

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA.
Traductora : Maria Eugenia Sanint
Bogota, 11 de julio de 2003

A OFICIAL
Ro50 cicit . 4113 DEL
; DEEEHY 1€ DE 1280
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Geeite du Tnbunal de Commerce de NANTERRE
4, Roe Pally Nerads

304 363 284 RLS NANTERRE 1Y

Vos séférences  BERNAUD

92020 N#-NTERRE CEDEX (1982 B 00139)
‘ v
Extrait Kbis
IMMATRICULATION AU REGISTRE DU COMMERCE ET DES SOCIETES
Extraitau 31 Mars 2003
IDENTIFICATION
Dénomination sociale AVENTIS PHARMA S.A
Numéro d identification 304 463 284 R.CS NANTERRE
Numéro de gestion 1982 B 00155
Date d"vmmatniculation 26 Janwvier 1982
BENSEIGNEMENTS RELATIES A LA PERSONNE
Forme jundique société anonyme & directoire et conseil de surveillance
Au caputal de 899 602 128,48 Euros
Adresse du siége 20 AVE RAYMOND ARON 92160 ANTONY
Durée de la société Jusqu'au 24 SEPTEMBRE 2073
Date d’arrété des comptes 3] Décembre
Constitution — Dépot de | acte constitutif Au Greffe du Tnibunal de Commerce de PARIS
le 28 Aodt 1974
lecanon Petites affiches du 16 Aofit 1974
Transfert de PARIS
Dépdt de | acte Au Greffe du Tnbunal de Cormmmerce de NANTERRE

Publication au Greffe du nouveau siége

le 006 Janvier 1982 sous le numéro 162
Journal Petrr=s affiches du 20 Novembr= 1981

ADMINISTRATION

Président du dtréaome

Monsieur BRISSON GILLES

né(e) le 08/01/1952 A CHATENAY MALABRY 92290

de nationalité Frangmse

demeurant 11 RUE DE LA CHRETIENTE 92330 SCEAUX

Présidens et membre du conseil de
surveillance

Monsicur SOURSAC THIERRY

né(e) le 22/04/1957 A HANNOGNE ST MARTIN 08160

de nationalité Frangase

demeurant P O BOX 669 —~ RIEGELSVILLE, PA 18077 USA

-Q président du directoire et directeur
général

Monsieur JACQUESSON OLIVIER
né(e) le 18/10/1949 & PARIS 75016
de nationalné Frangaise

demeurant 104 RUE D AGUESSEAU 921008
BILLANCOURT ‘

Vice président et membre du conseil de
Surveillance

Monsicur DUBOIS BERNARD A 2
né(e) le 25/01/1945 2 CONDE SUR L ESCAUT 9%
de nationaiité Frangase
demeurant FUCFSHOHL 119 ~ D-60431 FRANCKHUR
(ALLEMAGNE)

Durecteur général — membre du directoire

Monsieur CHEVALLIER ALAIN
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né(e) le 21/06/1953 2 ALGER (ALGERIE)
de nationalité Frangse
demeurant 140 RUE DE VERSAILLES 78150 LE CHESNAY
Durecteur général — membre du directoire Monsieur EVEN DOMINIQUE
né{e) le 21/07/1952 A MONTREUIL 93100
. de nationalité Frangase
demeurant 33 RUE GABRIEL PERI 94220 CHARENTON

Directeur général — membre du directoire Monsicur WESS GUNTHER
né(e) le 15/07/1955 A ROCKINGEN 99 (ALLEMAGNE)
de natonalité Allemande
demeurant LANGENSELBORDER WEG 35 53526 ERLENSEE
ALLEMAGNE

Membre du conseil de surveillance Monsieur FINANCE MICHEL
né(e) le 23/09/1957 A EPINAL 88000
de nationalité Frangase
demeurant ROTBORNSTRASSE 21 61440 OBERURSEL
ALLEMAGNE

Membre du conseil de surveillance Monsieur PEYRE PHILIPPE
né(e) le 30/C3/1951 A CARPENTRAS 84200
de nationalué Frangase
demeurant 3 BD DE LA SAUSSAYE 92200 NEUILLY SUR SEINE

Commissaire aux comptes titulaire COOPERS & LYBRAND AUDIT
demeurant 32 RUE GUERSANT 75017 PARIS

— vt masssans - . ee————ala - — —— - -

Commissaire aux comptes suppléant Monsieur NICOLAS YVES
! né(e) le 21/03/1955 A LA VOULTE SUR RHONE 07800

de nationalité Frangaise
demeurant 32 RUE GUERSANT 75017 PARIS

ENSE 'ACTIVITE COMMER

Ongine de la société cette soci€té, déjd constituée, transfére son mdge de

22 AV MONTAIGNE 75008 PARIS
Ongne du fonds création d’un fonds de commerce
Actvité La fabrication, le trmitement, la transformation, Ia recherche,

I'expénmentation ¢t la vente soit de tous produts chimiques notamment
de ceux destinés A la pharmacie humune, véténnaire et i I'ahmentation
ammale, et condiionnés ou non en vue de la vente au poids médicanal,
sont de compositions, préparations, objet ou articles destinés A 'usage
de la médecine humaine et véiénnawre Leg activités relatives &
I'explotianon de spéciahtés pharmaceutiques savorr notamment
pharmacovigilance, information médcale et pubhcité suivi et retrait
éventuel des lots ainsi que les opérations de stockage correspondantes
Adresse de | étabhssement pn 20 AVE RAYMOND ARON 92160 ANTONY
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Mode d expioitation fonds donné en location—-gérance A  RHONE POULENC CHIMIE A
COMPTER DU 01 JANVIER 1990

OBSERVATIONS

25 Novembre 1985 , numéro 16718
Mise en harmonue des statuts (a G e Dm 27 ymn 1985) -

O 05 Févnier 200! , numéro 63690
Fusion absorption de la société Hoechst Manon Rousse] (Rcs Nanterre
b 552081473) A compter du 31/12/2000

>

20 Juillet 2001 numéro 70501
Montant exact du capital 620 541 846 87 euros —

16 Avnl 2002 numéro 82584

Fusion absorption de la société d’application pharmaceutique — Sedaph
(334 733 235 Res Nanterre) & compter du 30 novembre 2001 avec effet

rétroacuf au ler janvier 2001 -

ETABLISSEMENTS DANS LE RESSORT DU GREFFE

Adresse 182-184 AVE ARISTIDE BRIAND 92160 ANTONY

Activité Rechreche, expénmentation, développement de tous produits
chimiques et procédés de fabncation ou de formulation dans
Ledcmaine de 1a Snte humaine et ammale ¢t de I'alimentation amymale

® Débur d explotation 01 Jaovier 1983
Mode d explowtaton exploitauon directe
Adresse 101 AV DE VERDUN 92 VILLENEUVE LA.GA
Activité Achat et fabncation, préparan:;:znﬁ:;et— vents de"iSus produts
chimiques pour I'industne et & \
Début d'explontation 01 Janvier 1987 &
Onigine du fonds de commerce fonds de commerce acquis par apporfy
Précédent explotant STE CHIMIQUE POINTET GIRAR
n® ldemﬁcqn’ou'pﬁmﬂ%s «
Journal Journal spécial des soc::!lés franchi®
Mode d exploitation exploitation directe , ! \ A =
Adresse 18/20 AV RAYMOND ARON 92160 A DW
Activité Etudes biologiques, Physiochimuques et -\' jues en vue de la mise
- au pomnt de nouveaux médicaments — conduite d’essais de recherche
Ve théapeutique préparation d'Echentilions
Début d’exploitaton 01 Janvier 1987
Ongine du fonds de commerce fonds de commerce acquis par apport
Précédent exploitant INSTITUT DE BIOPHARMACIE RHONE POULENC - LB P
RHONE POULENC
exploitation directe
Page 3
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n® identificanion B318122405
Journal Joumal spécial des sociétés francaises du 17 Janvier 1987

Mode d’exploitation

ETABLISSEMENTS HORS LE RESSORT DU GREFFE

Greffe de COMPIEGNE (6002) Numéro de gestion 2001 B 00071
Erablissement Secondaire

Greffe de THIERS (6306) Numéro de gestion 2001 B 00028
Etablissement Secondaire

Greffe de BOBIGNY (9301) Numéro de gestion 2001 B 00793
Erabhssement Secondaire o

Greffe de CRETFIL (9401) Numéro de gestion 1986 B 23655
Etablissement Secondaire

Extrait déliveé A NANTERRE, le 01 avnl 2003 sur 4 page(s)
Le Greffier,

Fin de Uextrant

APOSTILLE
(Md‘uﬂ‘ﬁﬁsmm

ColenPic
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(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(19) Organisatton Mondiale de la Propriété
Intellectuelle
Bureau internanonal

Ml

{43) Date de Ia publication internationale
13 mars 2003 (13 03 2003)

PCT

G0
e cticd | DO G R

{10) Numéro de publication internationale

WO 03/020943 A2

(51) Classification internationale des brevets”
CI12P 13/04 4100, C12N 9/80

(21) Numéro de ln demande internstionale
PCT/FROX02976

(22) Date de dépdt international 30 sofit 2002 {30 08 2002)

(25) Langue de dépit frangas

(26) Langue de publication frangais

(30) Données relntives i Ia priorité
01711431 4 septembre 2001 (04.00 2001) FR
60/331 613 20 novembre 2001 (20 11.2001) US

(71) Déposant (pour tousfles Exats designés sayf US) AVEN-
TIS PHARMA S.A{ [FR/FR] 20, avenue Raymonki Aron
F 92160 Antany (FR)

(72) Inventeurs, et

(75) Inventeurs/Déposants (7 US  seulement)
SALAGNAD, Christop! [FR/FR] 3 passage de
1 absolu F-94490 Ormesson sur Mame (FR) GOBERT,
Claude ] 12, rue Gustave Charpenupf F 94240
L Hay les Roses (FR) DURY, Marie-Odile/[FR/FR] 2,
bis roe des Maraichers F-94480 Ablon (FR).

(74) Mandataire BOUVET, Philippe Avenus Pharma S A
Drrection Brevers 20 avenuc Raymond Aron F 92165
Antony Cedex (FR)

(81) Etats désignés (nanonal) AE AG AL, AT AU AZ,
BA BB BG BR,BY BZ,CA,CH CN CR,CU CZ,
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sans rapport de recherche internationale sera republiée
dés réception de ce rapport

En ce qui concerne les codes & deux letires et autres abrevia-
tions se référer aux "Notes explicatrves relatrves aux codes el
abréviations” figurant ou débwl de chague numéro ordinaire de
la Gazetie du PCT

(54) Tide ENZYMATIC METHOD FOR THE ENANTIOMERIC RESOLUTION OF AMINO ACIDS

(54) Titre PROCEDE ENZYMATIQUE POUR LA RESOLUTION ENANTIOMERIQUE D ACIDLS AMINES

&\ (57) Abstract The mvention relates to a novel enzymanc method that 15 used for the enanomenc resolution of armno acids More
& specifically saxd method of separating the enanthomers of an anmno acid consists 1n treating 2 racemic mixture of smd amino acid
€\ with glutanc anhydnde and subsequently wath the Glutaryl 7 ACA acylase enzyme such that one of the enantiomers of ssd amino
= acid1s recovered while the other enanbomer remains 1n the form of a denvatve of the coresponding glutaryl amide.

(57) Abrégé La présenie mvention se rapparie A un nouveau procédé enzymatique permetiant la nésolution énanhoménique d acides
aminés Plus précisément, ce procédé de séparaton des énantroméres d un acide aminé consiste 4 traiter un mélange racémque
dudit acide aminé avec de | anhydnde glutanique pws avec | enzyme Glutaryl 7 ACA acylase de sorte que ! on récupére 1 un des
énantioméres dudit acide amuné 1 autre énantiomire restant sous forme du dénvé de 1 amde glutaryle comrespondant
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PROCEDE ENZYMATIQUE POUR LA RESOLUTION ENANTIOMERIQUE
D’ACIDES AMINES

La présente invention se rapporte a un nouveau procédé enzymatique
permettant la résolution énantiomérique d’acides aminés sous forme de mélange
racémique.

Les acides aminés sont fréquemment utilisés dans toutes sortes d’industries
soit par exemple en tant que composés biologiquement actifs, soit en tant
qu'inte:_médiaires de synthése pour la préparation de composés & visée notamment
pharmaceutique, chimique ou agricole. Il est ainsi rapidement apparu qu’il était
souvent nécessaire de pouvoir disposer de I’un ou ’autre énantiomére optiquement
actif de ces acides aminés. De nombreuses voies de séparation des énantioméres
d’acides aminés pro-chiraux ont donc été mise au point. En particulier, des procédés
enzymatiques permettant leur résolution énantiomérique se sont révélés étre une
alternative intéressante aux approches synthétiques asymétriques.

Ainsi, Soloshonok et al. (Tetrakedron : Assymetry, Vol. 6(7), 1995, pp. 1601-
1610) ont mis en ceuvre un procédé enzymatique de résolution énantiomérique

d’acides aminés P selon le schéma réactionnel suivant :

R eaw/acétone (1/1) R\é/\cooﬂ
COOH triéthylamine
\{\ y - HN
NH, chlorure de phénylacétyle \n/\©
0

-5°C; 2 heures

Pénicilline acylase
22-25°C,pH=1,5

; R
: + \I/\coon
NH,



De fagon analogue, Topgi et al. (Bioorg. & Med. Chem. 1999, Vol. 7, pp.
2221-2229) ont élaboré un procédé de résolution des énantioméres (R) et (S) du 3-
amino 4-pentynoate d’éthyle sous forme enantiomériquement pure selon 1’un des

schémas réactionnels suivants ;

Qg L
¥ X
R

. R=TMSouH
O

Pénicilline G amidohydrolase
tampon phosphate

——Gvi e B0 % acide phéoylacktique
N Q

5 isomeére (S) isomére (R)

le phénylacétamide de départ étant obtenu par acylation de I’amine correspondante
par action de 1’acide phénylacétique, ou bien :
o 0
o
amine sous forme racémique
H,N \\:
SiMe,

Pémc:llme G amidohydrolase
aclde phénylacétique

CULS i i/\

SiMe,
isomére (R) isomére (S)

197
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La demande de brevet WO 98/50575 décrit de fagon plus générale une
meéthode de préparation d’un acide aminé  chiral qui comprend la mise en contact
d’un mélange racémique dudit acide aminé avec un donneur d’acyle et I’enzyme
Pénicilline G acylase (ou amidohydrolase), dans des conditions appropriées pour
acyler stéréosélectivement I’'un des énantioméres du mélange racémique de I’acide
aminé P en son dérivé N-acylé correspondant, 1’énantiomére opposé de I’acide aminé
B ¢étant obtenu sous une forme enrichie énantiomériquement, selon la schéma

réactionnel suivant :

Q donneur d'acyle Q
solvants organiques ou aqueux
OR, BTqries of mynem OR,
pénicilline G acylase

Q Eion2
+ R:‘)LN/\ R,
H

le « donneur d’acyle » en question étant de formule générale :

N

dans laquelle R; est choisi parmi le phényle, phénoxy, amino, divers dérivés du
phényle et la pyridyle, et R4 est choisi parmi les substituants hydroxy, alkoxy, alkyle,
alcényle, alcynyle, halogénoalkyle, anyle, anylalkyle, les sucres ou les stéroides.

R,

La demande de brevet WO 98/50575 décrit également une autre alternative
pour la préparation d’un acide aminé p chiral qui comprend la mise en contact d’un
amide sous forme racémique avec 1’enzyme Pénicilline G acylase dans des conditions
appropriées pour déacyler sélectivement 1'un des énantioméres de 1’amide sous forme
racémique en son acide aminé f correspondant, 1’énantiomére opposé de 1’amide



étant obtenu sous une forme enrichie énantiomériquement, selon la schéma

réactionnel suivant ;

0
0
O OR, solvanis organiques ou aqueux )LORZ
Ry ﬂ R, pénicilline G acylase - ’ ZN/\R1

0
LT
Ry N7 R,
H

Les procédés discutés ci-avant présentent toutefois I’inconvénient majeur de
5  passer, préalablement ou simultanément & I’étape enzymatique en tant que telle, par
un amide intermédiaire dont la formule pourrait étre résumée de la facon suivante :

0 H\OR'
)I\N R
H

Un tel amide est insoluble en milieu aqueux du fait de la présente du noyau

noyau aromatique, de
préférence phényle

aromatique, ce qui présente des inconvénients. Par exemple, il est connu que certaines

10  enzymes sont solubles en milieu aqueux et sont souvent sensibles a la présence de
solvants organiques. Or, pour que le rendement de la réaction enzymatique puisse étre
optimisé, il est important d’avoir une bonne solubilité du substrat par rapport &
I’enzyme de fagon a ce qu’ils puissent étre en contact intime.

C’est principalement cet inconvénient que la présente invention se propose de

15  résoudre. En effet, la présente invention concerne selon un premier aspect un nouveau
procédé de séparation des énantioméres d'un acide aminé qui consiste & traiter un
mélange racémique dudit acide aminé avec de 1’anhydride glutarique puis avec

9.1
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I'enzyme glutaryl 7-ACA acylase de sorte que I’on récupére 1’'un des énantioméres
dudit acide aminé, ’autre énantiomére restant sous forme de dérivé de I'amide

glutaryle correspondant.

Ce procédé est particuliérement avantageux car l’emploi d’anhydride
glutarique permet de passer intermédiairement par un dérivé de I’amide glutaryle
correspondant & 1'acide aminé de départ, la fonction glutaryle conférant & la molécule
sa solubilité en milieu aqueux. Il en résulte que le procédé selon la présente invention
peut étre mis en ceuvre dans des conditions réactionnelles douces et en milieu aqueux,

c'est-a-dire en particulier sans I’'usage d’un co-solvant organique.

Le procédé selon la présente invention posséde également I’avantage de
s'appliquer globalement a toutes les formes d'acides aminés (a, B, v...). Ausens de la
présente invention, on regroupe sous le terme générique « acide aminé » aussi bien
les acides aminés en tant que tel (& savoir les composés ayant une fonction amino et
une fonction acide -COOH) que les dérivés esters correspondant (4 savoir les
composés pour lesquels la fonction acide est remplacée par une fonction ester
COOR). De fagon préférée, le procédé selon 1’invention s’applique plus précisément

aux acides aminés de formule générale (I) :

NH,
)
R'/J\(CHz)n/ COOR

dans laquelle

- n est un entier choisi parmi 0, 1, 2, 3,4, Sou 6,

- R représente un atome d’hydrogéne ou bien un radical alkyle, alcéne, alcyne,
cycloalkyle, aryle, un hydrocarbure polycyclique condensé, ou un hétérocycle, tous
ces radicaux étant éventuellement substitués,

- et R’ représente un radical alkyle, alcéne, alcyne, cycloalkyle, aryle, un
hydrocarbure polycyclique condensé, un hétérocycle, ou bien un radical oxy, thio,
sulfoxyde ou sulfonyle substitué par un groupe alkyle, aryle, cycloalkyle ou un
hétérocyle, tous ces radicaux étant en outre éventuellement substitués.

22
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Ainsi, dans le cas ol les acides aminés sont de formule générale (I), le procédé
selon la présente invention peut étre représenté par le schéma réactionnel de la figure
1. Ce schéma représente une premiére étape de traitement par I’anhydride glutarique
et une seconde étape de traitement par 1’enzyme glutaryl 7-ACA acylase. La
configuration de chacun des produits obtenus, & savoir I’acide aminé d’une part et le
dérivé de I’amide glutaryle d’autre part, dépend de la nature du radical R’.

Au sens de la présente invention, les radicaux alkyles, alcénes et alcynes
contiennent en général entre 1 et 30 atomes de carbone en chaine droite ou ramifiée,
sans que cela ne soit pour autant limitatif. Cela s’applique également aux cas ou ces
radicaux sont des substituants d’autres radicaux. De préférence, ces radicaux
contiennent entre 1 et 20 atomes de carbone en chaine droite ou ramifiée, et encore
plus préférenticllement, entre | et 10 atomes de carbone en chaine droite ou ramifiée.
Les radicaux alkyles peuvent par exemple étre choisis parmi : méthyle, éthyle, n-
propyle, n-butyle, n-pentyle, n-hexyle, n-heptyle, n-octyle, n-nonyle, n-décyle, n-
undécyle, n-dodécyle, n-tridécyle, n-pentadécyle, n-hexadécyle, n-heptadécyle, n-
octadécyle, isopropyle, isobutyle, isopentyle, isohexyle, 3-méthylpentyle, néopentyle,
néohexyle, 2,3,5-triméthylhexyle, sec-butyle, tert-butyle, tert-pentyle. Des radicaux
alkyls préférés sont par exemple méthyle, éthyle, n-propyle, isopropyle, n-butyle,
isobutyle, sec-butyle, tert-butyle, n-pentyle, isopentyle, n-hexyle et isohexyle. Les
radicaux alcdnes peuvent par exemple étre choisis parmi le vinyle, le 1-propényle,
I’allyle, le butényle, le 2-méthyl-1-propényle, le 2-méthyl-2-propényle ou le 3-
méthyl-2-butényle. Les radicaux alcynes peuvent par exemple étre choisis parmi
I’éthynyle, le 1-propynyle ou le propargyle.

Au sens de la présente invention, les radicaux cycloalkyles contiennent en
général entre 3 et 12 atomes de carbone. De préférence, il sont choisis parmi le
cyclopropyle, le cyclobutyle, le cyclopentyle, le cyclohexyle, le cycloheptyle, le
cyclooctyle, le cyclononyle, le cyclodécyle, le cycloundécyle et le cyclododécyle.
Selon un autre aspect de la présente invention, les cycloalkyles peuvent &tre
polycycliques. De préférence, ces radicaux sont choisis parmi les bicycloalkyles ou
les tricycloalkyles.
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Selon la présente invention, on entend par radical « aryle» Jes radicaux
hydrocarbonés aromatiques univalents. Parmi les aryles, le phényle éventuellement
substitué est préféré.

Au sens de la présente invention, on entend par hydrocarbure polycyclique
condensé, les radicaux choisis de préférence parmi le pentaléne, 1'indéne, le
naphtaléne, I’azuléne, I’heptaléne, le biphényléne, I'as-indacéne, le s-indacéne,
I’acénaphtyléne, le fluoréne, le phénaléne, le phénanthréne, 1’anthracéne, le
fluoranthéne, 1’acéphénanthryléne, I’acéanthryléne, letriphényléne, le pyréne, le
chryséne, le naphtacéne, le pléiadéne, le picéne, le péryléne, le pentaphéne, le
pentacéne, le tétraphényléne, I’hexaphéne, 1’hexacéne, le rubicéne, le coronéne, le
trinaphtyléne, I’heptaphéne, I'heptacéne, le pyranthréne ou I’ovaléne.

Au sens de la présente invention, le terme « hétérocycle» désigne les
composés monocycliques ou polycycliques fusionnés et contenant un ou plusieurs
hétéroatomes, chaque cycle étant formé de 3 & 10 chainons. De préférence, les
hétérocycles selon la présente invention contiennent entre 1 et 3 hétéroatomes choisis
parmi 1'oxygéne, le soufre et I’azote dans un cycle formé de 3 & 10 chainons. Les
hétérocycles de la présente invention sont choisis de préférence parmi le thiophéne, le
benzo[b]thiophé¢ne, le naphto[2,3-b]thiophéne, le thianthréne, le furanne, ie 2 H-
pyranne, 1’'isobenzofuranne, le 2 H-chroméne, le xanthéne, la phénoxathiine, le 2 H-
pyrrole, le pyrrole, I’imidazole, le pyrazole, la pyridine, la pyrazine, la pyrimidine, la
pyridazine, I’indolizine, I’iso-indole, le 3 H-indole, I'indole, le 1 H-indazole, la
purine, la 4 H-quinolizine, l'isoquinoléine, la quinoléine, la phtalazine, la
naphtyridine-1,8, la quinoxaline, la quinazoline, la cinnoline, la ptéridine, la 4a H-
carbazole, le carbazole, la B-carboline, la phénanthridine, I’acridine, la périmidine, la
phénanthroline-1,7, la phénazine, la phénarsazine, 1’isothiazole, la phénothiazine,
I’isoxazole, le furazanne, la phénoxazine, 1'isochromane, la pyrrolidine, la A2-
pyrroline, 1I'imidazolidine, la A2-imidazoline, la pyrazolidine, la A3-pyrazoline, la

pipéridine, 1a pipérazine, ’indoline, I’iso-indoline, la quinuclidine et la morpholine.

24



10

15

20

25

Au sens de la présente invention, lorsque les différents radicaux tels que
définis ci-avant sont substituées, ledit ou lesdits substituants sont choisis en général
parmi les atomes d’halogéne, les groupes aryle, hétérocycle, hydroxy, alkoxy,
aryloxy, thiol, alkylthio, arylthio, alkylsulfoxyde, arylsulfoxyde, alkylsulfonyle,
arylsulfonyle, cyano, nitro, sulfonamide, alkylsulfonamide et arylsulfonamide, selon
la nature du radical. De préférence, les différents radicaux tels que définis ci-avant
sont substituées 1, 2 ou 3 fois. Selon un aspect préféré, les atomes d’halogéne sont
choisis parmi le chlore, le fluor, le brome et I'iode. Dans le cas ou les radicaux
alkyles sont substitués par des atomes d’halogéne, il s’agit préférentiellement
d’atomes de fluor. De préférence, le nombre de substituants fluorestde 1,2, 3,4, 5,6

ou 7. Par exemple, il peut s’agir d’un groupe trifluorométhyle.

De préférence, les acides aminés selon la présente invention sont choisis
parmi les composés de formule générale (I) dans laquelle n est un entier choisi parmi
0, 1, 2 ou 3, R représente un atome d’hydrogéne ou bien un radical alkyle ou aryle et
R’ est tel que défini ci-avant.

Encore plus préférentiellement, les acides aminés selon la présente invention
sont choisis parmi les composés de formule générale (I) dans laquelle n est un entier
égal 4 0, 1 ou 2, R représente un atome d’hydrogéne ou bien une fonction alkyle et R’
est choisi parmi les aryles ou les hétérocycles éventuellement substitués, Dens ce
demier cas, les radicaux aryles et/ou hétérocycles sont de préférence substitués 1, 2
ou 3 fois.

L'enzyme glutaryl 7-ACA acylase a déja été utilisée comme catalyseur dans
de nombreux procédés industriels, notamment pour I’hydrolyse de B-lactames tels
que I’acide N-glutaryl 7-aminoacétoxycéphalosporinique. Elle peut étre dérivée de
nombreux microorganismes, par exemple du genre Acinetobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas ou encore Xanthomonas, selon les
techniques bien connues de I’homme de 1'art, spécialiste des enzymes. L’enzyme
Glutaryl 7-ACA acylase peut également étre obtenue commercialement par exemple
auprés de Roche Diagnostic GmbH (Roche Molecular Biochemicals, Standhofer
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Strasse 116, D-68305 Mannheim) ou encore auprés de Recordati S.p.A. (Stabilimento
di opera, Via Lambro 38, I-20090 Opera (MI)).

L’enzyme glutaryl 7-ACA acylase peut &tre utilisée sous différentes formes
sans que cela ne modifie sa stéréospécificité et sa stéréosélectivité. Par exemple, la
glutaryl 7-ACA acylase peut étre utilisée sous forme soluble ou bien immobilisée.
Dans ce second cas, I’enzyme est généralement immobilisée selon des techniques
bien connues de 1'homme de 1’art. Par exemple, I’enzyme peut étre contenue dans des
gels polymériques ou bien attachée & des supports solides par liaison covalente,
réticulation, adsorption ou encapsulation. Des supports adaptés et qui sont
couramment utilisés sont par exemple le verre poreux, les céramiques poreuses, les
polyméres synthétiques (par exemple le polystyréne, les polyvinylalcools, le
polyéthyléne, les polyamides ou les polyacrylamides), ou les polymers d’origine
naturelle (par exemple la cellulose).

Par I’emploi de I’enzyme glutaryl 7-ACA acylase, il est possible d’obtenir un
excés énantiomérique (« ee ») élevé pour chaque énantiomére, en particulier supérieur
ou égal a 90 %, voire méme supérieur ou égal a 95 %, et de préférence supérieur ou
égal 3 99 %. Au sens de la présente invention, on entend par «excés
énantiomérique » I’excés en % de I’'un des énantioméres par rapport au mélange
racémique. Plus précisément, ]'excés énantiomérique se calcule de 1a fagon suivante :

[R] - [S]
ee (%)= —————*100=%(R)-% (S)
R} +[S]

[R] et [S] représentant la concentration en énantiomére (R) et (S) respectivement.

Généralement, la quantité d’enzymes mise en ceuvre par rapport 4 la quantité
totale d’acide aminé de départ (substrat) est comprise 1 et 100 unités (U) par mmole
de substrat, et de préférence entre 10 et 40 unités par mmole de substrat. 1 unité
d’enzyme correspond & la quantité d’enzyme nécessaire pour hydrolyser 1 pmole
d’acide N-glutaryl 7-aminoacétoxycéphalosporinique par minute dans des condition
standards de pH et température connues de ’homme de ’art.
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Selon I’invention, on effectue la réaction en milieu aqueux éventuellement
tamponné. Dans ce cas, le tampon aqueux d’une concentration comprise entre 10 mM
et 200 mM peut &tre choisi parmi les tampons acétate utilisables & pH compris entre 5
et 6,5 ou les tampons phosphate utilisables & pH compris entre 6,5 et 8, ou encore les
tampons pyrophosphate utilisables & pH compris entre 8 et 9.

Le procédé selon l'invention est ainsi mis en ceuvre dans un milieu o le pH
est contrflé et ajusté entre 6 et 9. De préférence, le pH du milieu réactionnel est
contrdlé et ajusté précisément entre 7,5 et 8,5 et encore plus préférenticllement entre
8 et 8,5. Le pH peut étre contr5lé A I'aide d'un pH-stat par ajout d’un acide tel que par
exemple de I’acide chlorhydrique, de I’acide sulfurique ou de I’acide phosphorique, et
d’une base telle que par exemple 1’hydroxyde de sodium, I’hydroxyde de potassium

ou I’ammoniaque.

Le traitement des acides aminés selon 1'invention par I’anhydride glutarique
est mis en oeuvre a une température comprise entre 20°C et 40°C, et de préférence
entre 25°C et 35°C. En outre, la seconde étape mettant en ceuvre 1’enzyme glutaryl 7-
ACA acylase est effectuée & une température comprise entre 10°C et S0°C, et de
préférence entre 25°C et 35°C.

Enfin, le temps de réaction varie globalement entre 1 heure et 100 heures et
dépend notamment de Pacide aminé concerné et de la concentration en enzymes.
Généralement, on laisse la réaction se dérouler autant de temps que nécessaire pour
obtenir 1’énantiomére désiré avec un excés énantiomérique satisfaisant. On contrle la
quantité d'acide aminé chiral obtenue et la valeur de I'excés énantiomérique
utilisant les techniques classiques connues de I’homme du métier. Avantageusement,
le contrdle est effectué par CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance).

Selon la présente invention, les énantioméres (R) et (S) obtenu par le procédé
décrit ci-avant peuvent étre aisément séparées du fait qu’ils se présentent I'un sous
forme d’amine soluble en milieu aqueux et I'autre sous forme d’amide solide. Ainsi,
un autre objet de la présente invention conceme le procédé tel qu’exposé ci-avant qui
comprend comme étape subséquente la séparation des énantioméres (R) et (S).
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La séparation desdits énantioméres (R) et (S) peut étre aisément effectuée
grice aux techniques classiques conmues de I’homme du métier. On opére par
exemple par filtration, extraction, chromatographie ou cristallisation.

Dans le cas ol ’on souhaite isoler ’autre énantiomére sous forme d’acide
aminé et non pas sous forme de dérivé de I’amide glutaryle, ledit énantiomére du
dérivé de I’amide glutaryle qui a été isolé selon le procédé décrit ci-avant est ensuite
hydrolysé de sorte que I'on récupére 1'acide aminé correspondant sous forme
d’énantiomeére. Il est & noter que ce procédé est avantageux car I’hydrolyse permet de
conserver la stéréochimie du composé mis en ceuvre et ne conduit pas 4 une
racémisation du dérivé de I’amide glutaryle chiral. Dans le cas ot les acides aminés
sont de formule générale (I), cette étape supplémentaire peut étre représentée par le
schéma réactionnel selon la figure 2.

L’hydrolyse est effectuée conformément aux techniques classiques connues de
’homme du métier. Il peut notamment s'agir d’une hydrolyse acide ou basique. Dans
ce dernier cas, on opére par exemple en présence d'une base telle que la soude, &
température comprise entre 50°C et 90°C et sous pression atmosphérique, Cependant,
toutes autres conditions opératoires également convenables et connues de I’homme de
I’art peuvent étre utilisées.

La présente invention est utile en ce sens qu’elle permet de résoudre des
acides aminés sous forme racémique, ce qui permet de disposer de 1’'un ou I'autre
enantiomére dudit acide aminé, lesdits énantioméres constituant notamment des
intermédiaires de synthése.

A titre illustratif, la présente invention permet par exemple de disposer de
I’acide (S) 3-amino 3-phényl propanoique qui constitue un intermédiaire dans la
synthése du composé de formule générale ; '
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COOH

qui est un antagoniste du récepteur VLA4 impliqué notamment dans les maladies de
I’asthme.

Outre les dispositions qui précédent, la présente invention comprend
également des caractéristiques et avantages qui ressortiront des exemples qui suivent,
et qui doivent étre considérés comme illustrant J'invention sans en limiter la portée

FIGURES

Figure 1 : Représentation schématique de la 1°* étape de traitement d’un acide aminé
de formule générale (I) selon la présente invention par I’anhydride glutarique et de la
2™¢ &ape de traitement par ’enzyme glutaryl 7-ACA acylase. La configuration de
chacun des produits obtenus, & savoir ’acide aminé d'une part et le dérivé de I’amide
glutaryle d’autre part, dépend de la nature du radical R’. -

Figure 2 : Représentation schématique de 1'étape de transformation du dérivé de
I'amide glutaryle chiral en son acide aminé chiral correspondant par hydrolyse.

EXEMPLES

Exemple 1 : Résolution de 1’acide 3-amino—3-(4’-nitrophényle) propanoique sous
forme de mélange racémique

a) Acylation de 1'acide 3-amino—3-(4’-nitrophényle) propanoique racémique

40,6 g d’acide 3-amino-3-(4’-nitrophényle) propanoique racémique sont
dissout dans 200 ml d’eau distillée et 55 ml de triéthylamine. 29,4 g d’anhydride
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glutarique sont ajoutés par petites portions et le mélange réactionnel est agité pendant
1 heure. Puis, le mélange réactionnel est acidifié avec 8,2 ml d’acide sulfurique &
95 % (poids/volume). Le précipité ainsi obtenu est filtré, lavé 3 fois avec 15 ml d’eau
distillée et séché jusqu’a poids constant a 55°C sous vide. On obtient ainsi 52,84 g
d’acide 3-(glutarylamide)-3-(4’-nitrophényle) propanoique racémique.

La nature du produit obtenu a été déterminée par HPLC (Chromatographie Liquide
Haute Performance).

b) Déacylation enzymatique par la glutaryl 7-ACA acylase cristallisée, en suspension
(réacteur 100 ml)

20 g de I’acide obtenu & 1’étape précédente sont dissout dans 75 ml d’eau
distillée. Le pH de la suspension est ajusté & 8,2 en ajoutant 11,2 ml de soude 4 30 %
(poids/volume). On ajoute & cette solution 826 mg (626 unités) d’une suspension de
glutaryl 7-ACA acylase cristallisée. Le mélange réactionnel est agité pendant

51 heures & 35°C et & pH contrdlé et ajusté entre 7,9 et 8,1. A la fin de la réaction, le .

mélange réactionnel est refroidi & 20°C et le pH est ajusté & 7,0 par ajout d’acide
chlorhydrique SN. On ajoute alors 20 m] d’éthanol. Le précipité d’acide (R) 3-amino—
3-(4’-nitrophényle) propanoique ainsi obtenu est filtré, lavé 3 fois avec 30 ml
d’éthanol et séché jusqu’a poids constant 4 45°C sous vide. On obtient ainsi 5,65 g
d’acide (R) 3-amino—3-(4’-nitrophényle) propanoique avec un excés énantiomérique
supérieur 2 99 %.

La liqueur mére est acidifiée avec 17,5 ml d’acide chlorhydrique 5N. Le
précipité qui se forme est filtré et lavé 2 fois avec 10 ml d’eau distillée. Le ghteau
obtenu est séché jusqu’a poids constant & 45°C sous vide. On obtient ainsi 8,25 g
d’acide (S) 3-(glutarylamide)-3-(4’-nitrophényle) propanoique et d’acide (R) 3-
(glutarylamide)-3-(4’-nitrophényle) propanoique dans un rapport 91:9.

La nature des produits obtenus a été déterminée par HPLC,

¢) Déacylation enzymatique par la glutaryl 7-ACA acylase immobilisée obtenue de
Roche Diagnostic GmbH (réacteur 100 ml)
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20,5 g de I’acide obtenu a 1’étape a) sont dissout dans 75 ml d’eau distillée. Le
pH de la suspension est ajusté 4 8,2 en gjoutant 11,9 ml d’hydroxyde de sodium &
30 % (poids/volume). On ajoute a cette solution 6,2 g (632,4 unités) de glutaryl 7-
ACA acylase immobilisée humide (Roche Diagnostic GmbH). Le mélange
réactionnel est agité pendant 18 heures & 35°C et & pH contrblé et ajusté entre 7,9 et
8,1. A la fin de la réaction, le pH du mélange réactionnel est ajusté a 9,5 par ajout
d’hydroxyde de sodium & 30 % (poids/volume) et le volume du mélange réactionnel
est ajusté & 200 ml de fagon & dissoudre I’acide (R) 3-amino—3-(4’-nitrophényle)
propanolque produit. L’enzyme immobilisée est enlevée par filtration et le pH de la
liqueur mére est ajusté a 7,0 par ajout d’acide chlorhydrique SN. On ajoute alors
50 ml d’¢éthanol au mélange réactionnel. L’acide (R) 3-amino—3-(4’-nitrophényle)
propanolque précipité est filtré, lavé avec 10 ml d’éthanol et séché jusqu’a poids
constant 4 45°C sous vide. On obtient ainsi 5,375 g d’acide (R) 3-amino-3-(4’-
nitrophényle) propanoique avec un excés énantiomérique égal a 98 %.

La liqueur meére est acidifiée avec 20 ml d’acide chlorhydrique SN. Le
précipité qui se forme est filtré et lavé 2 fois avec 15 ml d’eau distillée. Le giteau est
séché jusqu’a poids constant & 45°C sous vide. On obtient ainsi 6 g d’acide (S) 3-
(glutarylamide)-3-(4’-nitrophényle) propanoique dans un rapport 94:6.

La nature des produits obtenus a été déterminée par HPLC.

d) Déacylation enzymatique par la glutaryl 7-ACA acylase cristallisée en suspension
(réacteur 500 ml)

100 g d’acide 3-(glutarylamide)-3-(4’-nitrophényle) propanoique racémique
obtenus comme dans ’étape a) sont dissout dans 400 m! d’eau distillée. Le pH de Ia
suspension est ajusté 4 8,2 en ajoutant 60 ml de soude & 30 % (poids/volume). On
ajoute 3 cette solution 6,4 g (4653 unités) d'une suspension de glutaryl 7-ACA
acylase cristallisée. Le mélange réactionnel est agité pendant 30 heures & 35°C et &
pH contr8lé et ajusté entre 7,9 et 8,1. A la fin de la réaction, le mélange réactionnel
est refroidi a4 20°C et le pH est ajusté 4 13 par ajout de 25 ml de soude a 30 %
(poids/volume) de fagon & dissoudre I'acide (R) 3-amino—3-(4’-nitrophényle)
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propanoique formé. Les particules insolubles sont filtrées et le pH de la liqueur mére
est ajusté & 7,0 par ajout de 27 ml d’acide chlorhydrique & 36 %. On ajoute alors
100 m] d’éthanol au mélange réactionnel. Le précipité d’acide (R) 3-amino—3-(4’-
nitrophényle) propanoique obtenu est filtré, lavé 2 fois avec 100 ml d’éthanol et séché
jusqu’a poids constant 4 45°C sous vide. On obtient ainsi 28,87 g d’acide (R) 3-
amino—3-(4’-nitrophényle) propanoique avec un excés énantiomérique égal 4 97 %.

La nature du produit obtenu a été déterminée par HPLC.

Exemple 2 : Résolution de I’acide 3-amino—3-phényle propancigue sous forme de
mélange racémigue

a) Acylation de I’acide 3-amino—3-phényle propanoique racémique

488 g d’acide 3-amino-3-phényle propanoique racémique sont dissout dans
2 litres d’eau distillée contenant 236 g de soude sous forme de pastilles. On ajoute par
petites portions en 1 heure 437,5 g d’anhydride glutarique au mélange réactionnel,
sous agitation et & 20°C. Aprés 1 heure, le mélange réactionnel est acidifié avec
236 ml d’acide sulfurique 3 95 % (poids/volume) et refroidi &4 10°C, Le précipité ainsi
formé est filtré puis lavé 3 fois avec 600 ml d’eau distiliée. Le gitean humide de
1610 g ainsi obtenu contient 602 g d’acide 3-glutarylamide-3-phényle propanoique
racémique. La nature des produits obtenus a été déterminée par HPLC.

b) Déacylation enzymatique par la glutaryl 7-ACA acylase cristallisée en suspension
(réacteur S litres)

1575 g du géteau humide obtenu précédemment contenant 589 g d’acide 3-
glutarylamide—3-phényle propanoique racémique sont dissout dans 1610 ml d’eau
distillée. Le pH de la suspension est ajusté & 8,0 en ajoutant 440 ml de soude 2 30 %
(poids/volume). On ajoute & cette solution 52,6 g (32000 unités) d'une suspension de
glutaryl 7-ACA acylase cristallisée. Le mélange réactionnel est agité pendant
41 heures & 35°C et & pH contrdlé et ajusté entre 7,9 et 8,1. A la fin de la réaction, le
mélange réactionnel est refroidi a 20°C et le pH est ajusté & 13 par ajout de 25 ml
d’hydroxyde de sodium 4 30 % (poids/volume) de fagon & dissoudre 1’acide (R) 3-
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amino—3-(4’-nitrophényle) propanoique produit. Les particules insolubles sont filtrées
¢t le pH de la liqueur mére est ajusté a 7,0 par ajout de 27 ml d’acide chlorhydrique &
36 %.

Le précipité d’acide (R) 3-amino—3-phényle propanolque ainsi obtenu est
filtré, lavé avec 150 ml d’eau distillée et séché jusqu’a poids constant & 45°C sous
vide. On obtient ainsi 96,9 g d’acide (R) 3-amino—3-phényle propanoique avec un
excés énantiomérique égal & 98 %.

La liqueur mére est acidifiée avec 180 ml d'acide sulfurique a 95 %
(poids/volume). Le précipité ainsi formé est filtré et lavé 2 fois avec 400 ml d’eau
distillée refroidie. Le giiteau est séché jusqu'a poids constant & 45°C sous vide. On
obtient ainsi 314,6 g d'acide (S) 3(glutarylamide)-3-phényle propanoique et d’acide
(R) 3(glutarylamide)-3-phényle propanoique dans un rapport 90:10.

La nature des produits obtenus a été déterminée par HPLC,

¢) Déacylation de I’acide (S) 3-glutarylamide-3-phényl propanoique par h lyse
basique

557,2 g d’un mélange d'acide (S) 3-glutarylamide-3-phényl propanoique et
d’acide (R) 3-glutarylamide-3-phényl propanoique dans un rappost 90:10 obtenus &
I’étape b) précédente sont dissout dans 3,91 litres d’eau distillée et 1,65 litres de
soude & 30 % (poids/volume). Le mélange réactionne] est agité pendant 4 jours a
70°C.

Puis, le mélange réactionnel est refroidi & 15°C. Le produit obtenu est
précipité en ajustant le pH a 6,9 par ajout de 3,21 litres d’acide chlorhydrique & 37 %
(poids/volume), filtré et séché jusqu’a poids constant & 45°C sous vide. On obtient
ainsi 202,4 g d’acide (S) 3-amino-3-phényl propanoique et d’acide (R) 3-amino-3-
phényl propanoique avec un excés énantiomérique supérieur a 98 %,

La nature des produits obtenus a été¢ déterminée par HPLC.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de séparation des énantioméres d'un acide aminé qui consiste & traiter un
mélange racémique dudit acide aminé avec de 1’anhydride glutarique puis avec
I’enzyme glutaryl 7-ACA acylase de sorte que I’on récupére 1’un des énantioméres
dudit acide aminé, 1’autre énantiomére restant sous forme de dérivé de 1’amide
glutaryle correspondant.

2. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que ledit acide aminé a pour

formule générale :

NH:
)
- /l\( oy _-COOR

dans laguelle

- n est un entier choisi parmi 0, 1, 2, 3, 4, 50u 6,

- R représente un atome d’hydrogéne ou bien un radical alkyle, alcéne, alcyne,
cycloalkyle, aryle, un hydrocarbure polycyclique condensé, ou un hétérocycle, tous
ces radicaux étant éventuellement substitués,

- et R’ représente un radical alkyle, alcéne, alcyne, cycloalkyle, aryle, un
hydrocarbure polycyclique condensé, un hétérocycle, ou bien un radical oxy, thio,
sulfoxyde ou sulfonyle substitué par un groupe atkyle, aryle, cycloalkyle ou un
hétérocyle, tous ces radicaux étant en outre éventuellement substitués.

3. Procédé selon la revendication 2 caractérisé en ce que ledit acide aminé est choisi
parmi les composés de formule générale (D) :

NH2
M
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dans laquelle n est un entier choisi parmi 0, 1, 2 ou 3, R représente un atome
d’hydrogéne ou bien un radical alkyle ou aryle et R’ est tel que défini dans la
revendication 2.

4. Procédé selon la revendication 2 ou 3 caractérisé en ce que ledit acide aminé est

choisi parmi les composés de formule générale (I) :

NH!
)
R'/I\(CH ) n/'COOR

dans laquelle n est un entier égal 4 0, 1 ou 2, R représente un atome d’hydrogéne ou
bien une fonction alkyle et R’ est choisi parmi les aryles ou les hétérocycles
éventuellement substitués

5. Procédé selon I’'une des revendications précédentes caractérisé en ce que ’enzyme
glutaryl 7-ACA acylase est utilisée sous forme soluble ou immobilisée.

6. Procédé selon I'une des revendications précédentes caractérisé en ce que la
quantité d’enzymes mise en ceuvre par rapport & la quantité totale d’acide aminé de
départ (substrat) est comprise 1 et 100 unités par mmole de substrat.

7. Procédé selon I'une des revendications précédentes caractérisé en ce que la
réaction est effectuée en milieu aqueux tamponné.

8. Procédé selon la revendication 7 caractérisé en ce que ledit tampon aqueux a une
concentration comprise entre 10 mM et 200 mM et est choisi parmi les tampons
acétate utilisables 4 pH compris entre 5 et 6,5 ou les tampons phosphate utilisables a
pH compris entre 6,5 et 8, ou les tampons pyrophosphate utilisables & pH compris
entre 8 et 9.

9. Procéd¢ selon I’une des revendications précédentes caractérisé en ce que le pH est
contrdlé et ajusté entre 6 et 9.
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10. Procédé selon 1’'une des revendications précédentes caractérisé en ce que le
traitement de I’acide aminé par |'anhydride glutarique est mis en oeuvre & une
température comprise entre 20°C et 40°C,

11. Procédé selon 1'une des revendications précédentes caractérisé en ce que le
traitement par I’enzyme glutaryl 7-ACA acylase est effectuée 4 une température
comprise entre 10°C et 50°C.

12. Procédé selon I’une des revendications précédentes caractérisé en ce que le temps
de réaction varie entre 1 heure et 100 heures.

13. Procédé selon 1’'une des revendications précédentes caractérisé en ce que I'on
sépare en outre les énantioméres (R) et (S).

14. Procédé selon la revendication 13 caractérisé en ce que ladite séparation des
énantiomeéres (R) et (S) est effectuée par filtration, extraction, chromatographie ou
cristallisation.

15. Procédé selon I'une des revendications 13 ou 14 caractérisé en ce que
I’énantiomére dérivé de I’amide glutaryle qui a été séparé est en outre hydrolysé de
sorte que 1’on récupére 1’acide aminé correspondant sous forme d’énantiomére.

16. Procédé de séparation des énantioméres d’un acide aminé qui consiste :

a) a traiter un mélange racémique dudit acide aminé avec de 1’anhydride
glutarique puis avec I’enzyme Glutaryl 7-ACA acylase de sorte que 1’on
récupére I’un des énantioméres dudit acide aminé, I’autre énantiomére restant
sous forme de dérivé de 1’amide glutaryle correspondant,

b) puis & séparer les deux énantioméres ainsi obtenus.

17. Procédé de séparation des énantioméres d’un acide aminé qui consiste :

a) & traiter un mélange racémique dudit acide aminé avec de I’anhydride
glutarique puis avec 1'enzyme Glutaryl 7-ACA acylase de sorte que I’'on
récupére 1'un des énantioméres dudit acide aminé, 1’autre énantiomére restant
sous forme de dérivé de 1'amide glutaryle correspondant,
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b) puis & séparer les deux énantioméres ainsi obtenus,
¢) et a hydrolyser 1'énantiomére dérivé de 1’amide glutaryle de sorte que I’on
récupére I’acide aminé correspondant sous forme d’énantiomére.

3
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BREVET D'INVENTION

PROCEDE ENZYMATIQUE POUR LA RESOLUTION ENANTIOMERIQUE
D’ACIDES AMINES

AVENTIS PHARMA S.A.

ABREGE

La présente invention se rapporte 4 un nouveau procédé enzymatique permettant la
résolution énantiomérique d’acides aminés. Plus précisément, ce procédé de
séparation des énantioméres d’un acide aminé consiste & traiter un mélange
racémique dudit acide aminé avec de 1’anhydride glutarique puis avec I’enzyme
Glutaryl 7-ACA acylase de sorte que 1’on récupére 1’un des énantiomeéres dudit acide
aminé, l'autre énantiomére restant sous forme du dérivé de 'amide glutaryle

correspondant.
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PROCESO ENZIMATICO PARA LA RESOLUCION
ENANTIOMERICA DE AMINOACIDOS

La presente invencion se relaciona con un novedoso proceso
enzimatico que permite la resolucién enantiomeérica de aminoécidos en la
forma de la mezcla racémica.

Los aminoacidos se usan a menudo en toda clase de industrias ya
sea, por ejemplo, como compuestos bioldgicamente activos 0 como
intermediarios de sintesis para la preparacién de compuestos para
propoésitos farmacéuticos, quimicos o agricolas en particular. De acuerdo
con lo anterior, se vuelve evidente muy rdpidamente que es a menudo
necesario ser capaz de tener disponible uno o el otro enantiémero
6pticamente activo de estos aminoacidos. Numerosas rutas para separar
los enantiomeros de aminodcidos pro-chirales se desarrollaron
consecuentemente. En particular, se encontrd que los procesos
enzimaticos que permiten su resolucién enantiomérica son una
alternativa ventajosa a su aproximacion de sintesis asimétrica.

Asi fue que Soloshonok y otros (7etrahedron: Assymetry,
Vol. 6(7), 1995, paginas 1601-1610) empled un proceso enzimético para
resolucién enantiomérica de B-aminoacidos de acuerdo con el siguiente

esquema de reaccion:

Ue



R
R water/acetone (1/1) \{\COOH
\{\COOH triethylamine HN
B
NH, phenylacetyl chioride m
-5°C; 2 hours 0

Penlclilin acylase
22-25°C,pH=17.5

Similarmente, Topgi y otros (Bioorg. & Med. Chem. 1999, Vol. 7,
paginas 2221-2229) elaboré un proceso para resolver los enantidmeros
5 (R) y (S) de etil 3-amino-4-pentinoato en forma enantioméricamente

pura de acuerdo con uno de los siguientes esquemas de reaccién:

oL

R=TMS or H

Penlclllm G amidohydrolase
phosphate buffar

07 ~
O\/ﬁ\ O + phenylacaetic acld
\.

R
(8) isomar (R) isomar

la fenil acetamida inicial que se obtuvo acilatando la amina

10 correspondiente mediante reaccién con dcido fenil acético, o atin:

Y



o
amine in racemic form
HNT Ny
SiMe,

Penlclllln G amidohydrolase
phanyllcltlc acid

(R) isomer

La solicitud de patente WO 98/50575 describe en términos més

generales un método de preparar un B-aminoécido chiral, el cual

5 comprende contactar una mezcla racémica del dicho amino4cido con un
donante de acil y la enzima Penicillin G acilasa (o amidohidrolasa) bajo
condiciones apropiadas para acilatar estereo selectivamente uno de los
enantiémeros de la mezcla racémica del B-aminoicido a su derivado
correspondiente N-acilatado, el enantibmero opuesto del B-aminoicido

10 que se obtiene en una forma enriquecidas enantioméricamente, de

acuerdo con el siguiente esquema de reaccién:

acyl donor
organic or aqueous solvents

- OR,
penicillin G acylase

IZN Rl R'I

OR,

15 el “donante acil” en cuestién que es de formula general:

A 1
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A

] R,

donde R; se selecciona a partir de fenil, fenoxi, amino, varios derivados
de fenil, y piridil, y R4 se selecciona a partir de sustituyentes hidroxil,
alcoxi, alquil, alquenil, alquinil, haloalquil, anil, anilalquil, a partir de
azucares o esteroides.

La solicitud de patente WO 98/50575 también describe otra
alternativa para preparar un pB-aminoicido chiral, que comprende
contactar una amida en forma racémica con la enzima Penicillin G
acilasa bajo condiciones apropiadas para desacilatar selectivamente uno
de los enantiomeros de la amida en forma racémica a su correspondiente
B-aminoécido, el enantidmero opuesto de la amida que se obtiene en una
forma enriquecida enantioméricamente, de acuerdo con el siguiente

esquema de reaccidn:

i OR, organic or aqueous solvents _J\o&
R R :

; N | penicillin G acylase H:N/;\Rl

Los procesos discutidos arriba, sin embargo, exhiben el mayor
inconveniente de procedimiento, antes de o simultaneamente con el paso
enzimético como tal, via una amida intermediaria cuya férmula puede

resumirse como sigue:

¥ 9
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0 OR'

aromatic nucleus, R
preferably phenyl H

Una amida tal es insoluble en un medio acuoso debido al presente
de los nucleos aromiticos, que tiene inconvenientes. Por ejemplo, se
conoce que ciertas enzimas son solubles en un medio acuoso y son a
menudo sensibles a la presencia de solventes organicos. Sin embargo,
con el fin de poder optimizar el obtenido de la reaccion enzimética, es
importante tener una buena solubilidad del sustrato en relacién con la
enzima, con ¢l fin de que puedan estar en un contacto intimo.

Es primordialmente por este inconveniente por el cual se propone
resolver la presente invencion. En efecto, la presente invencién se
relaciona, de acuerdo con un primer aspecto, a un novedoso proceso para
separar enantibmeros de un amino 4cido, el cual consiste en tratar una
mezcla racémica del mencionado aminodcido con anhidrido glutirico y
luego con la enzima glutaril-7-ACA acilasa en forma tal de recuperar
uno de los enantiomeros del mencionado amino 4cido, el otro
enantidmero que permanece en la forma del correspondiente derivado de
glutarilamida.

Este proceso es particularmente ventajoso debido a que el uso de
anhidrido glutérico hace posible proceder intermediariamente via un
derivado de glutarilamida que corresponde al amino dcido inicial, la
funcién glutaril que confiere sobre la molécula su solubilidad en un
medio acuoso. Consecuentemente, el proceso de la presente invencién
puede emplearse bajo suaves condiciones de reaccién y en un medio

acuoso; ¢s decir, en particular, sin el uso de un cosolvente organico.

g O
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0 OR'

aromatic nucleus, R
preferably phenyl H

Una amida tal es insoluble en un medio acuoso debido al presente
de los nicleos aromaticos, que tiene inconvenientes. Por ejemplo, se
conoce que ciertas enzimas son solubles en un medio acuoso y son a
menudo sensibles a la presencia de solventes orgénicos. Sin embargo,
con ¢l fin de poder optimizar el obtenido de la reaccién enzimdtica, es
importante tener una buena solubilidad del sustrato en relacién con la
enzima, con el fin de que puedan estar en un contacto intimo.

Es primordialmente por este inconveniente por el cual se propone
resolver la presente invencién. En efecto, la presente invencién se
relaciona, de acuerdo con un primer aspecto, a un novedoso proceso para
separar enantiémeros de un amino 4cido, el cual consiste en tratar una
mezcla racémica del mencionado aminoicido con anhidrido glutdrico y
luego con la enzima glutaril-7-ACA acilasa en forma tal de recuperar
uno de los enantibmeros del mencionado amino 4cido, el otro
enantidmero que permanece en la forma del correspondiente derivado de
glutarilamida.

Este proceso es particularmente ventajoso debido a que el uso de
anhidrido glutdrico hace posible proceder intermediariamente via un
derivado de glutarilamida que corresponde al amino 4acido inicial, la
funcién glutaril que confiere sobre la molécula su solubilidad en un
medio acuoso. Consecuentemente, el proceso de la presente invencién
puede emplearse bajo suaves condiciones de reaccién y en un medio

acuoso; es decir, en particular, sin el uso de un cosolvente orgénico.
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El proceso de la presente invencion también posee la ventaja de
aplicarse comprehensivamente a todas las formas de amino4cidos (a, B,
Y, etc). En el contexto de la presente invencién, el término genérico
“amino acido™ abarca no solo los aminoacidos como tales (es decir, los
compuestos que tienen una funcién amino y una funcion acida -COOH)
sino ademas los correspondientes derivados éster (es decir, los
compuestos por los cuales se remplaza la funcién 4cida por una funcién
éster COOR). Preferiblemente, el proceso de la invencion se aplica mdas

especificamente a los aminoécidos de férmula general (I):

NH

2
Y
R')\(CHz)../ oo

donde
- n es un entero seleccionado de 0,1,2,3,4,506,
- R representa un atomo de hidrégeno o ademis radical alquil, alqueno,
alquino, cicloalquil, radical aril, o un hidrocarburo poli ciclico
condensado, o un heterociclo, todos estos radicales que estan
opcionalmente sustituidos,
- ¥ R’ representa un radical alquil, alqueno, alquino, cicloalquil, aril, un
hidrocarburo poli ciclico condensado, un heterociclo, o ademés un
radical oxi, tio, sulféxido o sulfonil sustituido por un grupo alquil, aril,
cicloalquil o un heterociclo, todos estos radicales, mas aiin, que estin
opcionalmente sustituidos.

Asi en el caso donde los aminoicidos son de la férmula general
(I), el proceso de la presente invencién puede representarse por el
esquema de reaccién de la Figura 1. Este esquema representa un primer
paso de tratamiento con anhidrido glutirico y un segundo paso de
tratamiento con la enzima glutaril-7-ACA acilasa. La configuracién de

cada uno de los productos obtenidos, nominalmente el aminoacido por

e
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un lado y el derivado glutarilamida por el otro lado, depende de la
naturaleza del radical R’.

En el contexto de la presente invencién, los radicales alquil,
alqueno y alquino contienen generalmente entre 1 y 30 atomos de
carbono en una cadena recta o ramificada, sin ser esto limitativo en
ninguna forma. Esto también aplica en los casos donde estos radicales
son sustituyentes de otros radicales. Preferiblemente, estos radicales
contienen entre 1 y 20 atomos de carbono en una cadena recta o
ramificada y, mas preferiblemente atin, entre 1 y 10 dtomos de carbono
en una cadena recta o ramificada. Los radicales alquil pueden
seleccionarse, por ejemplo, a partir de: metil, etil, n-propil, n-butil, n-
pentil, n-hexil, n-heptil, n-odtil, n-nonil, n-decil, n-undecil, n-dodecil, n-
tridecil, n-pentadecil, n-hexadecil, n-heptadecil, n-octadecil, isopropil,
isobutil, isopentil, isohexil, 3-metilpentil, neopentil, neohexil, 2,3,5-
trimetilhexil, sec-butil, tert-butil, tert-pentil. Radicales alquil preferidos
son, por ejemplo, metil, etil, n-propil, isopropil, n-butil, isobutil, sec-
butil, tert-butil, n-pentil, isopentil, n-hexil e isohexil. Los radicales
alqueno pueden seleccionarse, por ejemplo, a partir de vinil, 1-propenil,
allil, butenil, 2-metil-1-propenil, 2-metil-2-propenil o 3-metil-2-butenil.
Los radicales alquino pueden seleccionarse, por ejemplo, a partir de
etinil, 1-propinil o propargil.

En el contexto de la presente invencion, los radicales cicloalquil
contienen generalmente entre 3 y 12 4tomos de carbono. Se seleccionan
preferiblemente a partir de ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil, ciclohexil,
cicloheptil, ciclooctil, ciclononil, ciclodecil, cicloundecil y ciclododecil.
De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, los cicloalquilos
pueden ser poli ciclicos. Preferiblemente, estos radicales se seleccionan a

partir de bicicloalquilos o tricicloalquilos.
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De acuerdo con la presente invencién, el término radical *“aril” se
refiere a radicales de hidrocarburo aromatico monovalente. Entre los
arilos, se prefiere el fenil opcionalmente sustituido.

En el contexto de la presente invencidn, el término hidrocarburo
poli ciclico condensado se refiere a radicales seleccionados
preferiblemente a partir de pentaleno, indeno, naftaleno, azuleno,
heptaleno, bifenileno, as-indaceno, s-indaceno, acenaftileno, fluoreno,
fenaleno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, acefenantrileno,
aceantrileno, trifenileno, pireno, criseno, naftaceno, pleiadeno, piceno,
perileno, pentafeno, pentaceno, tetrafenileno, hexafeno, hexaceno,
rubiceno, coroneno, trinaftileno, heptafeno, heptaceno, pirantreno u
ovaleno.

En el contexto de la presente invencidn, el término “heterociclo™
denota compuestos mono ciclicos o poli ciclicos fusionados que
contienen uno o mas heterodtomos, cada anillo que estd formado por de
3 a 10 miembros. Los heterociclos de acuerdo con la presente invencién
preferiblemente contienen entre 1 y 3 heterodtomos seleccionados a
partir de oxigeno, azufre y nitrégeno en un anillo formado de 3a 10
miembros. Los heterociclos de la presente invencién se seleccionan
preferiblemente a partir de tiofeno, benzo[b]tiofeno, nafto[2,3-b]tiofeno,
tiantreno, furan, 2 H-piran, isobenzofuran, 2 H-cromeno, xanteno,
fenoxatiina, 2 H-pirrolo, pirrolo, imidazolo, pirazolo, piridina, pirazina,
pirimidina, piridazina, indolizina, isoindolo, 3 H-indolo, indolo, 1
H-indazolo, purina, 4 H-quinolizina, isoquinolina, quinolina, ftalazina,
1,8-naftiridina, quinoxalina, quinazolina, cinolina, pteridina, 4a
H-carbazolo, carbazolo, B-carbolina, fenantridina, acridina, perimidina,
1,7-fenantrolina, fenazina, fenarsazina, isotiazolo, fenotiazina, isoxazolo,
furazan, fenoxazina, isocromano, pirrolidina,  A2-pirrolina,
imidazolidina, A2-imidazolina, pirazolidina, A3-pirazolina, piperidina,

piperazina, indolina, isoindolina, quinuclidina y morfolina.
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En el contexto de la presente invencion, cuando se sustituyen los
varios radicales como se defini¢ arriba, el mencionado sustituyente o
sustituyentes se seleccionan en general a partir de 4tomos de haldgeno,
grupos aril, heterociclo, hidroxil, alcoxi, ariloxi, tiol, alquiltio, ariltio,
alquil sulféxido, aril sulféxido, alquilsulfonil, arilsulfonil, ciano, nitro,
sulfonamida, alquilsulfonamida y arilsulfonamida, dependiendo de la
naturaleza del radical. Preferiblemente, los varios radicales como se
definieron arriba son sustituidos 1, 2 o 3 veces. De acuerdo con un
aspecto preferido, los atomos de halégeno se seleccionan a partir de
cloro, flior, bromo e iodo. Donde los radicales alquil estin sustituidos
por atomos de halégeno, los 4tomos en cuestiébn son preferiblemente
atomos de flior. El niimero de sustituyentes de fliior es preferiblemente
1,2,3,4,5, 6 07. Por ejemplo, €l grupo en cuestion puede ser un grupo
trifluorometil.

Los aminoédcidos de la presente invencién se seleccionan
preferiblemente a partir de compuestos de la férmula general (I) donde n
es un entero seleccionado a partir de 0, 1, 2 o 3, R representa un itomo
de hidrégeno o alin un radical alquil o aril y R’ es como se defini6 arriba.

Maés preferiblemente aun, los aminoicidos de la presente
invencién se seleccionan a partir de los compuestos de la férmula
general (I) donde n es un entero igual a 0, 1 o 2, R representa un itomo
de hidrégeno o alin una funcién alquil y R’ se selecciona a partir de
heterociclos o arilos opcionalmente sustituidos. En el iltimo caso, los
radicales aril y/o heterociclo estin preferiblemente sustituidos 1, 2 o 3
veces.

La enzima glutaril-7-ACA acilasa ya se ha usado como un
catalizador en numerosos procesos industriales, particularmente para la
hidrolisis de p-lactamas tales como N-glutaril-7-amino &cido
acetoxicefalosporinico. Puede derivarse de numerosos microorganismos,

por ejemplo de los genes Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus,
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Pseudomonas, Stenotrofomonas o atin Xanthomonas, de acuerdo con las
técnicas que son bien conocidas para una persona experta en el arte, un
especialista en enzimas. La enzima glutaril-7-ACA acilasa puede
también obtenerse comercialmente, por ejemplo, de Roche Diagnostic
GmbH (Roche Molecular Biochemicals, Standhofer Strasse 116,
D-68305 Mannheim) o clse from Recordati S.p.A. (Stabilimento di
opera, Via Lambro 38, I-20090 Opera (MI)).

La enzima glutaril-7-ACA acilasa puede usarse en varias formas,
sin que esto modifique la estereo especificidad y su estereo selectividad.
Por ejemplo, glutaril-7-ACA acilasa puede usarse bajo forma soluble o
bien inmovilizada. En este segundo caso, la enzima es generalmente
inmovilizada de acuerdo con técnicas que con bien conocidas por la
persona experta en el arte. Por ejemplo, 1a enzima puede estar contenida
en geles poliméricos o bien unida a soportes sélidos mediante enlace
covalente, reticulacién, adsorcion o encapsulado. Apropiados soportes
que se usan cominmente son, por ejemplo, vidrio poroso, cerdmicas
porosas, polimeros sintéticos, (por ejemplo poli estireno, alcoholes de
polivinilo, polietileno, poliamidas o poliacrilamidas), o polimeros de
origen natural (por ejemplo celulosa).

A través del uso de la enzima glutaril-7-ACA acilasa es posible
obtener para cada enantiémero un alto exceso enantiomérica (“ee”™), en
particular mayor de o igual a 90%, o ain mayor de o igual a 95%, y
preferiblemente mayor de o igual a 99%. En el contexto de la presente
invencion, el “exceso enantiomérico™ se refiere al % de exceso de uno de
los enantibmeros en relacibn con la mezcla racémica. Mis

especificamente, el exceso enantiomérico se calculé como sigue:

[R]-[S]
ee (%)= ———*100=% (R) - % (S)
[R] +[5]
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donde [R] y [S] representan la concentracién de los enantiomeros (R) y
(S) respectivamente.

Generalmente, la cantidad de enzimas empleada en relacion con la
cantidad total del aminoicido inicial (sustrato) estd entre 1 y 100
unidades (U) por mmol de sustrato, y preferiblemente entre 10 y 40
unidades por mmol de sustrato. 1 unidad de enzima corresponde a la
cantidad de enzima requerida para hidrolizar 1 pmol de N-glutaril-7-
amino acetoxi &cido cefalosporinico por minuto bajo condiciones
estindares de pH y temperatura que son conocidas para la persona
experta en el arte.

De acuerdo con la invencién, la reaccién se lleva a cabo en un
medio acuoso opcionalmente amortiguado. En este caso, el amortiguador
acuoso, con una concentracion de entre 10 mM y 200 mM, puede
seleccionarse a partir de amortiguadores de acetato que pueden usarse a
un pH de entre 5 y 6,5 0 amortiguadores de fosfato que pueden usarse a
un pH de entre 6,5 y 8, o ain amortiguadores de pirofosfato que pueden
usarseaun pH deentre 8y 9.

El proceso de 1a invencién se implementa consecuentemente en un
medio donde el pH es vigilado y ajustado a entre 6 y 9. Preferiblemente,
el pH del medio de reaccion es vigilado y ajustado especificamente a
entre 7,5 y 8,5, y mas preferiblemente ain entre 8 y 8.5. El pH puede ser
vigilado con la ayuda de un pH-stat con la adicién de un écido tal como,
por ejemplo, acido clorhidrico, dcido sulflirico o acido fosférico y una
base tal como, por ejemplo, hidréxido de sodio, hidréxido de potasio o
amonio acuoso.

El tratamiento de los aminoacidos de acuerdo con la invencién con
anhidrido glutérico es implementado a una temperatura de entre 20°C y
40°C, y preferiblemente entre 25°C y 35°C. Mis atin, el segundo paso,
empleando la enzima glutaril-7-ACA acilasa, se lleva a cabo a una
temperatura de entre 10°C y 50°C, y preferiblemente 25°C y 35°C.

¥V
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Por tltimo, el tiempo de reaccion varia comprehensivamente entre
1 hora y 100 horas y depende en particular del aminoédcido concernido y
de la concentracién de la enzima. Generalmente, la reaccién se deja
proceder en tanto tiempo como se necesite para obtener el deseado
enantiomero con un exceso enantiomérico satisfactorio. La cantidad de
aminoécido chiral obtenido y el valor del exceso enantiomérico se
vigilan usando técnicas convencionales conocidas por la persona experta
en ¢l arte. Ventajosamente, la vigilancia se lleva a cabo mediante HPLC
(Cromatografia de Liquidos de Alto Desempefio).

De acuerdo con la presente invencidn, los enantiémeros (R) y (S)
obtenidos mediante el proceso descrito arriba pueden separarse
facilmente, debido al hecho de que uno esté presente en la forma de una
amina que es soluble en un medio acuoso y ¢l otro estd presente en la
forma de una amida sélida. Consecuentemente, un sujeto adicional de la
presente invencidén se relaciona con el proceso tal como se establece
arriba el cual comprende como un paso subsiguiente la separacién de los
enantiomeros (R) y (S).

La separacién de los mencionados enantiémeros (R) y (S) puede
Ilevarse a cabo ficilmente en virtud de técnicas convencionales que son
conocidas por la persona experta en el arte. Esto se hace, por ejemplo,
por filtracién, extraccién, cromatografia o cristalizacién.

Donde se desea aislar el ofro enantibmero en la forma de
aminoicido y no en la forma de derivado de glutarilamida, el
mencionado enantiémero del derivade de glutarilamida que ha sido
aislado de acuerdo con ¢l proceso descrito arriba es entonces hidrolizado
en forma tal de recuperar el correspondiente aminoicido en la forma
enantiomérica. Debe notarse que este proceso es ventajoso puesto que la
hidrélisis permite que la estereo quimica del compuesto empleado sea
retenido y no lleve a racemizacién del derivado glutarilamida chiral.
Donde los amino4cidos son de la formula general (T), este paso adicional

$°F
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puede representarse mediante el esquema de reaccion de acuerdo con la
Figura 2,

La hidr6lisis se lleva a cabo de acuerdo con técnicas
convencionales que son conocidas por la persona experta en el arte. La
hidrolisis en cuestién puede en particular ser una hidrélisis acidica o
basica. En el ultimo caso, se lleva a cabo, por ejemplo, en presencia de
una base tal como hidroxido de sodio, a una temperatura entre 50°C y
90°C y bajo una presién atmosférica, Sin embargo, cualesquiera otras
condiciones de operacion que sean también adecuadas y conocidas por la
persona experta en el arte pueden usarse.

La presente invencion es ttil en el sentido en que permite que se
resuelvan los aminoécidos en forma racémica, haciendo asf posible
disponer de uno o el otro enantiémero del mencionado amino4cido, los
mencionados enantiémeros que constituyen, en particular, intermediarios
de sintesis.

A modo de ilustracion, la presente invencién hace posible, por
ejemplo, tener adecuado 4cido (S)-3-amino-3-fenilpropandico, el cual
constituye un intermediario en la sintesis del compuesto de la formula

general:

el cual es un antagonista receptor VLA4 involucrado en particular en
desérdenes asmaéticos.
Asf como las provisiones precedentes, la presente invencién

ademds abarca caracteristicas y ventajas que saldrén de los ejemplos que
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siguen, y que deben considerarse como ilustrativas de la invencién sin

limitar su alcance.
FIGURAS

Figura 1: Representacion esquemética del 1 paso de tratamiento de un
aminoécido de férmula general (I) de acuerdo con la presente invencion
con anhidrido glutdrico y del 2" paso de tratamiento con la enzima
glutaril-7-ACA acilasa. La configuracién de cada uno de los productos
obtenidos, nominalmente el aminodcido por un lado y el derivado de

glutarilamida por el otro, depende de 1a naturaleza del radical R’.

Figura 2: Representacidn esquematica del paso de transformacién del
derivado glutarilamida chiral en su correspondiente aminoacido chiral
por hidrélisis.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Resolucién de cido 3-amino-3-(4’-nitrofenil)propanéico

en Ia forma de la mezcla racémica

a) Acilacion de acido 3-amino-3-(4’-nitrofenil

40,6 g de 4cido 3-amino-3-(4’-nitrofenil)propandico racémico se
disuelven en 200 ml de agua destilada y 55 ml de trietilamina. 29,4 g de
anhidrido glutarico se agrega en pequefias porciones y la mezcla de la
reaccidn se agitd durante 1 hora. La mezcla de la reaccién se acidifica
entonces con 8,2 ml de 95% (peso / volumen) de Acido sulfiirico. El
precipitado asi obtenido se saca por filtracién, se lavé 3 veces con 15 ml
de agua destilada y se secO a peso constante bajo vacio a 55°C. Esto dio
52,84 g de acido 3-(glutarilamida)-3-(4’-nitrofenil)propanéico racémico.

()
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La naturaleza del producto obtenido se determiné por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alto Desempefio).

b) Desacilacién enziméitica usando glutaril-7-ACA acilasa cristalina en

suspension (100 ml reactor

' 20 g del acido obtenido en el paso precedente se disuelven en
75ml de agua destilada. E1 pH de la suspension se ajusté a 8,2
agregando 11,2ml de 30% (peso / volumen) de hidréxido de sodio.
826 mg (626 unidades) de una suspensién de glutaril-7-ACA acilasa
cristalina se agregé a esta solucién. La mezcla de la reaccion se agité a
35°C durante 51 horas y a un pH que es vigilado y ajustado a entre 7.9 y
8,1. Al final de la reaccion, la mezcla de la reaccién es enfriada a 20°C y
el pH es ajustado a 7,0 agregando Acido clorhidrico SN. 20 ml de etanol
se agrega entonces. El precipitado resultante de 4cido (R)-3-amino-3-(4’-
nitrofenil)propanéico se saca por filtracién, se lavé 3 veces con 30 mi de
etanol y se seco a peso constante bajo vacio a 45°C. Esto dio 5,65 g de
dcido (R)-3-amino-3-(4’-nitrofenil)propanéico con un exceso
enantiomérico mayor de 99%.

El licor madre es acidificado con 17,5 ml de acido clorhidrico SN.

El precipitado que se forma se saca por filtracién y se lav6 dos veces con
10 ml de agua destilada. La torta de filtro obtenida se secé a peso
constante bajo vacio a 45°C. Esto dio 8,25 g de 4cido (S)-3-(glutaril-
amida)-3-(4’-nitrofenil)propanéico y 4cido (R)-3-(glutarilamida)-3-(4’-
nitrofenil)propanéico en una relacién 91:9.
La naturaleza de los productos obtenidos se determiné por HPLC.

c) Desacilacién enzimética usando glutaril-7-ACA acilasa inmovilizada

obtenida de Roche Diagnostic GmbH (100 ml reactor)
20,5 g del acido obtenido en el paso a) se disuelven en 75 ml de

agua destilada. El pH de 1a suspension se ajusté a 8,2 agregando 11,9 ml

6/
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de 30% (peso / volumen) de hidroxido de sodio. 6,2 g (632,4 unidades)
de glutaril-7-ACA acilasa himeda inmovilizada (Roche Diagnostic
GmbH) se agregaron a esta solucién. La mezcla de la reaccién se agité a
35°C durante 18 horas y a un pH que es vigilado y ajustado a entre 7,9 y
8,1. Al final de la reaccién, el pH de la mezcla de 1a reaccién se ajusté a
9,5 agregando 30% (peso / volumen) de hidréxido de sodio y el volumen
de 1a mezcla de la reaccion es ajustado a 200 ml en forma tal de disolver
el acido (R)-3-amino-3-(4’-nitrofenil)propandico producido. La enzima
inmovilizada es retirada por filtracion y el pH del licor madre es ajustado
a 7,0 agregando 4cido clorhidrico SN. Entonces 50 ml de etanol se
agregaron a la mezcla de la reaccion. El acido (R)-3-amino-3-(4’-
nitrofenil)propanéico precipitado se sacd por filtracién, se lavé con
10 ml de etanol y se secé a peso constante bajo vacio a 45°C. Esto dio
5,375 g de acido (R)-3-amino-3-(4’-nitrofenil)propandico con un exceso
enantiomérico igual a 98%.

El licor madre es acidificado con 20 ml de acido clorhidrico 5N.
El precipitado que se forma se saco por filtracioén y se lavo dos veces con
15 ml de agua destilada. La torta de filtro se secd a peso constante bajo
vacio a 45°C. Esto dio 6g de 4cido (S)-3-(glutarilamida)-3-(4’-
nitrofenil)propandico en una relacién 94:6.

La naturaleza de los productos obtenidos se determiné por HPLC.

d) Desacilacion enzimdtica usando glutaril-7-ACA acilasa cristalina en

suspensidén (500 ml reactor)
100g de 4cido 3-(glutarilamida)-3-(4’-nitrofenil)propandico

racémico obtenido como en el paso a) se disolvieron en 400 ml de agua

destilada. El pH de la suspensién se ajusté a 8,2 agregando 60 ml de
30% (peso / volumen) de hidréxido de sodio. 6,4 mg (4653 unidades) de
una suspension de glutaril-7-ACA acilasa cristalina se agregaron a esta

solucién. La mezcla de la reaccion se agité a 35°C durante 30 horas y a
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un pH que es vigilado y ajustado a entre 7,9 y 8,1. Al final de la
reaccion, la mezcla de la reaccion se enfrié a 20°C y el pH se ajusté a 13
agregando 25 ml de 30% (peso / volumen) de hidréxido de sodio en
forma tal de disolver el acido (R)-3-amino-3-(4’-nitrofenil)propandico
formado. Las particulas insolubles se filtran y el pH del licor madre se
ajustd a 7,0 agregando 27 ml de &cido clorhidrico 36%. Entonces 100 ml
de etanol son agregados a la mezcla de la reaccién. El precipitado del
dcido (R)-3-amino-3-(4’-nitrofenil)propandico obtenido se sacé por
filtracién, se lavé dos veces con 100 ml de etanol y se secé a peso
constante bajo vacio a 45°C. Esto dio 28,87 g de 4cido (R)-3-amino-3-
(4’-nitrofenil)propandico con un exceso enantiomérico igual a 97%.

La naturaleza del producto obtenido se determiné por HPLC.

Ejemplo 2: Resolucién de fcido 3-amino-3-fenilpropandico en la
forma de la mezcla racémica

a) Acilacion de dcido 3-amino-3-fenilpropandico racémico

488 g de icido 3-amino-3-fenilpropanéico racémico se disuelven
en 2 litros de agua destilada que contiene 236 g de hidréxido de sodio en
la forma de pellets. 437,5 g de anhidrido glutarico son agregados en
pequefias porciones a la mezcla de la reaccién durante 1 hora, con
agitacion y a 20°C. Después de 1 hora, la mezcla de la reaccidn se
acidificé con 236 ml de 95% (peso / volumen) de 4cido sulfiirico y se
enfrié a 10°C. El precipitado asi formado se filtr6 y luego se lavé 3 veces
con 600 m! de agua destilada. La torta himeda del filtro asi obtenida,
que pesa 1610g, contiene 602g de 4cido 3-glutarilamida-3-
fenilpropandico racémico. La naturaleza de los productos obtenidos se
determiné por HPLC.
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b) Desacilacion enzimética usando glutaril-7-ACA acilasa cristalina en

suspension (S litros reactor)
1575 g de la torta de filtro lmimeda antes obtenidos, que contienen

589 g de acido 3-glutarilamida-3-fenilpropandico racémico, se disuelven

en 1610 ml de agua destilada. El pH de la suspensién se ajusté a 8,0
agregando 440 ml de 30% (peso / volumen) de hidréxido de sodio.
52,6 g (32,000 unidades) de una suspension de glutaril-7-ACA acilasa
cristalina se agregan a esta solucién. La mezcla de la reaccidn se agit6 a
35°C durante 41 horas y a un pH que es vigilado y ajustado a entre 7,9 y
8,1. Al final de la reaccidn, la mezcla de la reaccion se enfria a 20°C y el
pH se ajusta a 1,3 agregando 25 ml de 30% (peso / volumen) de
hidréxido de sodio en forma tal de disolver el cido (R)-3-amino-3-(4’-
nitrofenil)propandico producido. Las particulas insolubles se sacan por
filtracion y el pH del licor madre se ajusté a 7,0 agregando 27 ml de
acido clorhidrico 36%.

El precipitado resultante de acido (R)-3-amino-3-fenilpropanéico
se sacO por filtracion, se lavé con 150 mi de agua destilada y se secd a
peso constante bajo vacio a 45°C. Esto dio 96,9 g de dcido (R)-3-amino-
3-fenilpropandico con un exceso enantiomérico igual a 98%.

El licor madre es acidificado con 180 ml de 95% (peso / volumen)
de acido sulfiirico. El precipitado asi formado se sacé por filtracién y se
lavé dos veces con 400 ml de agua destilada fria, La torta del filtro se
secO a peso constante bajo vacfo a 45°C. Esto dio 314,6 g de 4cido (S)-3-
(glutarilamida)-3-fenilpropandico y dcido (R)-3-(glutarilamida)-3-
fenilpropandico en una relacion 90:10.

La naturaleza de los productos obtenidos se determiné por HPLC.

¢) Desacilacién _de 4cido (S)-3-glutarilamida-3-fenilpropandico por
hidr6lisis basica
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557,2g de una mezcla de 4cido (S)-3-glutarilamida-3-
fenilpropanéico y écido (R)-3-glutarilamida-3-fenilpropandico en una
relacion 90:10, obtenidos en el precedente b), se destilan en 3,91 litros
de agua destilada y 1,65 litros de 30% (peso / volumen) de hidréxido de
sodio. La mezcla de la reaccion se agité a 70°C durante 4 dias.

La mezcla de la reaccién se enfrié entonces a 15°C. El producto
obtenido se precipité con ajuste del pH a 6,9 agregando 3,21 litros de
acido clorhidrico 37% (peso / volumen), se sacé por filtracion y se sec6 a
peso constante bajo vacio a 45°C. Esto dio 202,4 g de acido (S)-3-
amino-3-fenilpropanéico y acido (R)-3-amino-3-fenilpropandico con un
exceso enantiomérico mayor de 98%.

La naturaleza de los productos obtenidos se determiné por HPLC.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para separar los enantibmeros de un
aminoédcido, el cual consiste en tratar una mezcla racémica del
mencionado aminoacido con anhidrido glutarico y luego con la enzima
glutaril-7-ACA acilasa en forma tal de recuperar uno de los
enantiomeros del mencionado aminoicido, el otro enantidmero que

permanece en la forma del correspondiente derivado de glutarilamida.

2. El proceso de acuerdo con la Reivindicacién 1 caracterizado

porque el mencionado aminoacido tiene la férmula general:

donde

- n es un entero seleccionado a partirde 0, 1,2,3,4,506,

- R representa un dtomo de hidrégeno o aiin un radical alquil, alqueno,
alquino, cicloalquil, aril, un hidrocarburo poli ciclico condensado, o un
heterociclo, todos estos radicales que estdn opcionalmente sustituidos,

- ¥ R’ representa un radical alquil, alqueno, alquino, cicloalquil, aril, un
hidrocarburo poli ciclico condensado, un heterociclo, o atin un radical
oxi, tio, sulféxido o sulfonil sustituido por un grupo alquil, aril,
cicloalquil o un heterociclo, todos estos radicales, mas adn, que son

opcionalmente sustituidos.

3. El proceso de acuerdo con la Reivindicacién 2 caracterizado
porque el mencionado aminodcido se selecciona a partir de los

compuestos de la formula general (I):

66
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NH,
(4]
R (CH,) "/ COOR

donde n es un entero seleccionado a partir de 0, 1, 2, o 3, R representa un
dtomo de hidrégeno o aiin un radical alquil o aril y R’ es como se definié

en la Reivindicacién 2.

4. Un proceso de acuerdo con la Reivindicacion 2 o 3
caracterizado porque el mencionado amino4cido se selecciona a partir de

los compuestos de general formula (I):

NH, M
R‘)\(CHI),,/COOR

donde n es un entero igual a 0, 1 o 2, R representa un 4tomo de
hidrégeno 4tomo o atlin una funcién alquil y R’ se selecciona a partir de

heterociclos o arilos opcionalmente sustituidos.

S.  Un proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque la enzima glutaril-7-ACA acilasa se

usa en formas soluble o inmovilizada.

6. Un proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque la cantidad de enzimas empleadas en
relacion con la cantidad total del aminoacido (sustrato) inicial tiene entre

1 y 100 unidades por mmol de sustrato.

7.  El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque la reaccidn se lleva a cabo en un medio

acuoso amortiguado.

6 1+
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8.  El proceso de acuerdo con la Reivindicacién 7 caracterizado
porque el mencionado amortiguador acuoso tiene una concentracion de
entre 10 mM y 200 mM y se selecciona a partir de amortiguadores de
acetato que pueden usarse a un pH de entre 5 y 6,5 o0 amortiguadores de
fosfato que pueden usarse a un pH de entre 6,5 y 8, o amortiguadores de

pirofosfato que pueden usarse a un pH de entre 8 y 9.

9. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque el pH es vigilado y ajustado aentre 6 y
o.

10. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado oprque el tratamiento del aminoécido con
anhidrido glutérico es implementado a una temperatura de entre 20°C y
40°C.

11. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque el tratamiento con la enzima glutaril-7-
ACA acilasa se lleva a cabo a una temperatura de entre 10°C y 50°C.,

12. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque el tiempo de reaccion varia entre 1
hora y 100 horas.

13. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones
precedentes caracterizado porque adicionalmente los enantidbmeros (R) y
(S) estan separados.

14, El proceso de acuerdo con la Reivindicacién 13

caracterizado porque la mencionada separacién de los enantiémeros (R)

6P
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y (S) se lleva a cabo por filtracién, extraccién, cromatografia o

cristalizacién.

15. El proceso de acuerdo con una de las Reivindicaciones 13 o

14 caracterizado porque el enantiémero derivado de la glutarilamida que

ha sido separada es adicionalmente hidrolizada en forma tal de recuperar

el correspondiente aminoacido en forma enantiomérica.

16. Un proceso para separar enantidémeros de un aminoacido el

cual consiste:

a)

b)

tratar una mezcla racémica del mencionado
aminoédcido con anhidrido glutdrico y luego con la
enzima glutaril-7-ACA acilasa en forma tal de
recuperar uno de los enantiomeros del mencionado
aminoacido, el otro enantiémero que permanece en la
forma del correspondiente derivado de glutarilamida,

luego separar los dos enantiémeros asi obtenidos.

17. Un proceso para separar enantiémeros de un aminoicido el

cual consiste:

a)

b)

tratar una mezcla racémica del mencionado
aminodcido con anhidrido glutarico y luego con la
enzima glutaril-7-ACA acilasa en forma tal de
recuperar uno de los enantibmeros del mencionado
aminodcido, el otro enantiémero que permanece en la
forma del correspondiente derivado de glutarilamida,
luego separar los dos enantiémeros asi obtenidos,

e hidrolizar el enantibmero derivado de 1la
glutarilamida en forma tal de recuperar el

correspondiente aminoacido en forma enantiomérica.
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS

RAPPORT IYEXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL

(article 36 et rigle 70 du PCT)
(Rapport rationalisé d'aprés le communiqué du président de FOEB publié au JO 11/2001)

+ Z

" Réference du dossier du déposant ou ) . o
, Voir In notification de d'ex
"“s".i.'a‘i'a;'; POUR SUITEA DONNER  piiicfirs iermatione ffermulaire POETPEAM TG
Demande Internationale 0 2:: m "i‘:l,:mlﬁmll Date e pricrité (Jourjmolsjannéc)
PCT/FR 02/ 02976 30/08/2002 0470972001
“Classification internativnale des brevets (CIB) ou classification naicnake et CIB
C12P13/04
—Dbpnmt

AVENTIS PHARMA 5.A. et al.

1.  Le prépent rapport d'exmmen préliminaire international, établi par I’'sdministration chargée de I'examen préliminaire
i.nu'Fl.I‘lﬂﬂlll, est transmis au dépozant conformément i.l'rli:g 36.

2. Ce RAPPORT comprend 2 feuilles, ¥ comprise la présente feullle de couverture.,

[[] Den accompagné ' ANNEXES, cest-d-dire de feuilles de la descoription, des revendications ou des dessins qui ont
&tk modifiées et qui servent de base xu préscnt rapport ou de fevilles contenant des rectifications Muites aupris da
I'ndministration chargbe de Fexamen préliminaire international (voir In rigle 70.16 et I'imstruction 607 des
Instructions administratives du PCT).

Ces mnexes comprennent feuilles.

3.  Le présent rapport contient des indications relatives mux points sujvants:
I1[X] Bas durspport
I [] Priorick
114 D Ahbmence de formulation d’opinion quant & la nouveauté, I'activité inventive et Ia possibilité d° on
industriells

Iv [] Absence d'unité de Finvention

v Déclarstion motivée quant i [a nouvesuté ‘activité inventive et Ia possibiliné ication industriefle;
m citations et cxplications & 1'appui de cette déclaration P uppl .
vl D Certains documents cités
vII D Irrégularitis dans Iz demande internationale
Vil D Ohservations relatives i la demande internationsle

[Date de présentation de In detnande d’examen préliminaire Date d’achévernent du présent rapport
international
10/03/2003 02/10/2003

N80 S, P
' (+31-
- Fax: +31-1o; 340-3016 Tel. (+49-89) 2399 2828

Formulaire PCT/IPEA 409 P20477 (feullle de couverture) (octobre 2002)

Nom et sdresse po:i:le :a I'sdministration chargée de l'examen Fonctionnaire sutorisk .d ——
préliminsire internation
———=— Office Buropéen des Brevets, P.B.5818 Paentaan 2 | * LRNANDEZ Y BRANAS F J f Q)
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RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR 02/ 02976
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL

I Base du rapport

Le présent rapport d'examen préliminaire international se base sur la demande telle que
déposée initialement.

V. Déclaration motivée selon la régle 66.2.a (II) quant & la nouveauté, I'activité Inventive
ot la possibllité d'application industrielle

A la lumisre des documents cités dans le rapport de recherche internationale, il est
considéré que linvention telle que définie dans les revendications répond aux critdres
énoncés a l'article 33.1 PCT, c'est-a-dire qu'elle est nouvelle, gu'elle implique une
activité inventive et qu'elle est susceptible d'application industrielle.

Formulaire PCT/4C8PF1 (OEB-03-2002) P20754



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(Articulo 36 PCT y Regla 70)

Referencia de archivo del solicitante o agente
ST01026

PARA ACCION ADICIONAL Ver Notificacién de Transmisién del Reporte de
Examen Preliminar Internacional (Forma PCT/IPEA/416)

Solicitud internacional No. PCT/FR 02/02976
Fecha de presentacién internacional (dia/mes/afio) 30.08.2002
Fecha de prioridad /dia/mes/afio) 04.09.2001

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o tanto clasificacion nacional como [PC
C12P13/04

Solicitante
AVENTIS PHARMA S.A. y otros

1. Este reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta
Autoridad Internacional de Examen Preliminar y es transmitida al solicitante
de acuerdo con el Articulo 36.

2, Este REPORTE consiste de un total de 2 hojas, incluyendo esta hoja de
cubierta

Este reporte también est4 acompafado por ANEXOS, es decir, hojas de la
descripcion, reivindicaciones y/o dibujos que ha sido corregidos y son 1a base
para este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones hechas ante esta
Autoridad (ver Regla 70.16 y Seccion 607 de las Instrucciones
Administrativas bajo el PCT).

Estos anexos consisten de un total de hojas.

3. Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items:

| X Base de 1a opinién

11 Prioridad

Il No establecimiento de opinién con respecto a novedad, paso
inventivo y aplicabilidad industrial

v Falta de unidad de invencién

\Y X Declaracién con razones bajo 1a Regla 66.2(a)(ii) con respecto
a novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial: citaciones
y explicaciones que soportan cada declaracién

Vi Algunos documentos citados
A1 Algunos defeclos en 1a solicitud internacional
VIII Algunas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de la solicitud de examen preliminar internacional 10.03.2003

4



Fecha de completado el reporte 02/10/2003

Nombre y direccién de envio de la autoridad de examen preliminar internacional
Oficina Europea de Patentes

NL-2280 HV Rijswijk- Holanda

Tel.: (+31-70) 340-2040

Fax: (+31-70) 340-3016

Funcionario autorizado FERNANDEZ Y BRANAS F J

Tel.: (+49-89) 2399 2828

Formulario PCT/IPEA/409 P20477 (hoja de cubierta) (Octubre 2002)

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
Solicitud Intemacional No. PCT/FR 02/02976

L Base del reporte
El presente reporte de examen preliminar internacional se basa en la solicitud
tal como fue presentada inicialmente.

V. Declaracién motivada de acuerdo con la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a
novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones
que soportan dicha declaracién

A la luz de los documentos citados en el reporte de bisqueda internacional, se
considera que la invencion tal como se define en las reivindicaciones responde
a los criterios enunciados en el articulo 33.1 PCT, es decir que es nueva,
implica una actividad inventiva y es susceptible de aplicacién industrial.

Formulario PCT/409PF1 (OEB-03-2002) P20754
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS

Expéditeur: le BUREAU INTERNATIONAL

X

PCT Destinataire:
INFORMATIONS RELATIVES AUX BOUVET, Philippe R
OFFICES ELUS QUI ONT RECU Aventls Pharma S.A. DRECTION & EVEYS
NOTIFICATION DE LEUR ELECTION Direction Brevets ,
20, avenue Raymond Aron 2 2 ADUT 7403
(régle 61.3 du PCT) F-92165 Antony Cedex , |
FRANCE PATENT DEPARTMENT
Date d'expédition {jour/mois/année}
30 Juln 2003 {30.06.03)
Référence du dossier du déposant ou du mandataire .
ST01026 INFORMATION IMPORTANTE
Dermnands internationale no Date du dépdt international {jour/mois/année) | Date de priorits (iour/mois/année)
PCT/FR0O2/02976 30 ao(t 2002 (30.08.02) 04 septembre 2001 (04.09.01)
Déposant

AVENTIS PHARMA S.A, etc

1. Le dglposlnnt est informé que le Bureau internaticnal a, conformément & Farticle 31.7), notifié & chacun des offices sulvants
son élection:

EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI|,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,SK, TR
Natlonal :AU,BG,CA,CN,DE,GB,IL,JP,KP,KR,MN,NO,PL,RO,RU,SK,US

2. Les offices suivants ont renoncé A I'exigence selon laquelis ils sont notifiés de lsur Slection; la notlfication de leur élection
lsur sera envoyée par Is Bureau international seulement 2 leur demande:

AP :GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,S2,TZ,UG,ZM,ZW

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

OA :BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG

National :AE,AG,AL,AM,AT,AZ,BA,BB,BR,BY,BZ,CH,CO,CR,CU,CZ,DK,DM,D2,EC,EE,
ES,Fl,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IN,IS KE,KG,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,
MK, MW,MX,MZ,NZ,0M,PH,PT,SD,SE,SG,SI,SL,TJ, TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,UZVC,VN,
YU, ZA,ZM2ZW

3. Il est rappelé au déposant qu'll dokt aborder la "phase nationale” auprés de chacun des offices mentionnés ci-dessus avent

Fexpirstion d'un i de 30 mois & compter de la date de prioritd. Pour ce faire, il doit payer |a ou les taxes nationales et
remettre, si slle est prescrite, une treduction de la demande internationale {(article 38.1 a} ainzi que, Is cas échéant, une
traduction de toute annexe du rapport d"examen préliminaire international (article 36.3)b) ot ragle 74.1).

Certains offices ont fixé des délais supérieurs au délai mentionné ci-dessus. Pour des renseignements détalllés au sujet des
délais applicables et des actes & accomplir A 'ouverture de |a phase nationale auprés d'un office donné, voir le volume Il du

Guide du déposant du PCT.

L'ouverture de Ia phase réglonale suropéenna est différée jusqu'd Mexpiration d"un délai de 31 mois & comptor do la date de

priorith pour le totslité des Etats désignés aux fins de I'obtention d'un brevet suropéen.

&-

Buresu § sonal de I'OMP! Fonctionnaire autorisé:
34, chemin des Colombettes Fanny AGRATI
1211 Gendve 20, Suisse
no de tétécopieur: {41-22) 740.14.55 no de téléphone: (41-22) 338 9844
Formulaire PCT/IB/332 {septembre 1997) - 5722404
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Expéditcur : le BUREAU INTERNATIONAL

PCT Destinataire :
! T o
AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA BOUVET, Philppe .~ = -~
COMMUNICATION DE LA DEMANDE Aventis Pharmma S.A. .
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES Direction Brevets ola
20, avenue Raymond Aroan | !
. F-92165 Antony Cedex . ——:-———7"""" """~
(rdgle 47.1.c), premiére phrasc, du PCT) [ et
y ' FRANCE LT e
Date d'expédition(jour/inois/année)
13 mars 2003 {13.03.03)
Référence dn dossier du déposant ou du mandataire
ST01026 IMPORTANT NOTICE
Demande intemationale n* Date du dép6i intemational(joxr/mois/unnde) Date de priorilé{jour/mois/annde}
PCT/FR02/002976 30 aolt 2002 (30.08.02) 04 septembre 2001 (04.09.01)
Déposant
AVENTIS PHARMA S.A.

1. 1 est noifi€ par Ia présente qu'a la dale indiquée ci-dessus comme daie d'expédition de cel avis, lc Burcau intemational a communiqué,
@ comme le prévoit I'article 20, la demande intemationale aux offices désignds smivamts :

KP, KR, US

Conformément 4 la r2ple 47.1.c), woisitme phrase, ces offices scceptent le présent avis comme preuve déicrminanie du fait que la
commupication de Ja demande internationale a bien en lieu & la date d'expédition indiquée plus baut, et le déposant n'est pas tenu de
remettre de copie de la demande internationale & 1°office on sux offices désignés.

Les offices désignds suivants ont renoncé & 1"exigence selon laguelle cette communication doit &tre effectuée & cette date:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, AlJ, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EA, EC,
EE, EP, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG,
MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OA, OM, PH, PL, PT, RQ, RU, SD, SE, 8G, S, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

La communication effectuée senlement sur demande de ces offices. De plus, le déposant n’est pas tenu de remetire de copie de la
demande internationale aux offices en question (rkgle 49.1)a-bin)).

3. Le présent avis est accompagné d’une copie de la demande internationale publife par le Burcau international le
13 mars 2003 (13.03.03) sous le numéro WO 03/020943,

4. DELAIS pour Ja présentation d'unc demande d’examen préliminaire international el pour I'ouverture de la phase nationale

Le délai applicable pour I'onverture de la phase nationale sera, sous réserve de ce qui esl dit au paragraphe suivani, de 30 MOIS a
compler de 1a daie de priorité, non stulement en ce qui concerne toul office &l lorsqu une demande d’examen préliminaire inlernationat
aura &£ présentéc avani I'expiration du délai de 19 mols & compier de Ia daie de prioritd (voir I'anicle 39.1)), mais également en ce qui
concerne lout office désigné, en 1'absence de présentation d*une islie demande d"examen, lorsque I'article 22.1) tel que modifié avec effet
=/ au le avril 2002 sera applicable audit office désigné. Pour plus de renseignements, voir 1a Gazerte du PCT no 44/2001 du le novembre
2001, pages 19927, 19933 and 19935, ainsi que le bullelin PCT Newsletter, numéros d'octobre el de novembre 2001 et de février 2002

En pratique, des délais auires que celul de 30 mols von continuer de s’ appliquer, pour des durées variables, en ce qui concerne certains
offices désignés et Elus. Pour des mises & Jour régulidres quant aux délals appBlcables (20, 21, 30 ou 31 mois ou autre délai), office par
office, on se reportera & la Gazene du PCT, an bulletin PCT Newsletter ainsi qu'aux chapitres aationaux pertinents dans Je vohume 11 du
Guide du déposant du PCT, accessibles sur le siic Internet de 1'OMPI, par I'intermédiaire de Liens b partir de diverses pages du site, y
compris celles de 1a Guzene, de 1a Newsletter et du Guide, & I'adresse snivante : htip/www.wipo.inV/pet/fr/index.himl.

Quant & la présentation d'une demande d’examen préliminaire international, voir le Guide du déposant du PCT, volume I/A, chapitre
IX. Seul un déposant qui est ressortissant d*un Eiat contractant du PCT lié par Je chapitre II ou qui y a son domicile peut présenter une
demande d’examen préliminaire international (actuellement, tous les Etats contractanis du PCT sont liés par le chapitre II).

Le déposant eat seul responsable du respect de tons les délais visés ci-dessus.

[ &

Bureau intsmnational de I'OMPI Fonctionnaire autorisé
34, chemin des Colombenes .
1211 Gendve 20, Snisse Judith Zahra

n" de i€lécopienr{41-22) 740.14.35 n" de téléphone({41-22) 338.91.11 0

Formulaire PCT/IB/308 (avril 20072) ‘J L q \\'\ 5G
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE .
" USUARIO  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD { ) ( {
Iindicacion de que se soficita la concesldn de una patente () { /
Datos de dentificacidn del solicitante o de la persona que se presentalasoliciiud.  { ) { i
- Descripeion de 1a Invencidn {) (
Dibujos do ser estos pertinentes {) {
Comprobante de Pago de las tasas establecidas
COMPLETA () INCOMPLETA (-} { )
DISENO INDUSTRIAL ( )
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Induostria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogota, D.C.,

Doctor: oficloN® (4930
GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO

Apoderado

AVENTIS PHARMA S.A

ASUNTO: Radicacién N° 04-18328
Solicitud internacional PCT/FR02/02976
Fecha inicio fase nacional 04/05/2004

Tramite o011
Evento 379
Actuacién 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, se le comunica que:

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

En cumplimiento de o dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 488, se I8 requiere
para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar

cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 52, literal e), del
caphtulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

El anterior requerimlento fue  notificado por filacion en lista de
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