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E. S. D. 

REF: Expediente No. 04-117741 - Solicitud de patente de invenciôn a 

favor de CARGILL,INCORPORATED. 

Respuesta a oficio No. 2375 de 22 de febrero de 2008 

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 

57.492 del C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad CARGILL, 

INCORPORATED, segün to acredita el documento de poder presentado ante esa 

Division, me permito dar respuesta a las observaciones de carÆcter tØcnico y 

jurIdico, relacionadas con la patentabilidad, para Ia concesiOn de Ia patente de 

acuerdo con la DecisiOn 486 segün el concepto tOcnico No. 346 notificado por 

fijación en tista de fecha 22 de febrero de 2008. 

Con el fin de superar las objeciones que por claridad realizO el Seæor 

Examinador, se adjunta un nuevo capItulo reivindicatorio con 1-36 

reivindicaciones en el cuÆl se superan todas las objeciones de claridad 

formuladas. 

Adicionalmente, dada la objeciOn del Seæor Examinador sobre el posible 

caracter de No invenciOn de las reivindicaciones 44-51, Østas han sido 

eliminadas. 

Por otro lado, el Seæor Examinador rebate la unidad de invencón de  la presente 

solicitud; objeciôn que, a juiclo del solicitante, no es procedente ya que el objeto 
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2 
de la presente solicitud se refiere a la sintesis bioqulmica de monatina (i.e. 

enzimâtica) a travØs de intermiadarios polipeptIdicos, sin circunscribirse 

necesariamente a la producciOn celular del compuesto de ineterØs, sin ser, 

entonces el espaclo de producciOn (i.e. la cØlula recombinante o no) 

trascendental para la sIntesis reclamada. 

Adicionalmente, con las modificaciones realizadas al nuevo capitulo 

reinvindicatorlo se clarifica el objeto de la invenciOn y su alcance, por 10 que se 

consideran subsanados todos los requerimientos realizados por el Seæor 

Examinador. 

Por 10 anterior, respetuosamente solicitamos el retiro de las objeciones a la 

presente soUcitud, con base en las reivindicaciones corregidas anexas, las 

cuales no adicionan materia nueva, no afectan en ningun sentido el alcance de 

la invenciOn y, en opiniOn del solicitante, cumplen con los requisitos de los 

Articulos 14, 18 y 30 de la DecisiOn 486. 

De la Seæora Jefe, 

Atentamente, 

� - 

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO 

T.P. No. 57.492 del C.SJ. 

C.C. 80.410.337 de UsaquØn 

Carrera 7 No. 71-21, Torre B, Of. 402 

Bogota, 19 de mayo de 2008 

MEV 

Anexos 
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REIVINDICACIONES 

Lin mØtodo para producir monatina que comprende la conversion de glucosa a � F 
monatina, caracterizado dicho mØtodo porque comprende: 

I. La conversion de glucosa a triptOfano; 

ii. Poner en contacto el triptÆfanc con un primer polipØptido, dónde 

dicho primer polipØptido es una aminotransferasa, donde dicho 

primer polipØptido convierte el triptôfano a indol-3-piruvato; 

iii. Poner en contacto el indol-3-piruvato con un segundo pohpØptido y 

una fuente de carbono C3, dónde dicho segundo polipØptido es una 

aldotasa, donde dicho segundo polipØptido convierte indol-3-

piruvato y la fuente de carbono C3 a âcido 2-hidroxi-2-(indol-3-

ilmetil)-4-cetoglut6rico; 

iv. Poner en contacto el Æcido 2hidroxi-2-(indoI-3-iImetiI)-4-

cetoglutØrico con un tercer polipØptido, dônde dicho tercer 

polipØptido es una aminotransferasa, donde dicho tercer polipØptido 

� convierte el âcido 2-hidroxi-2-(indoI-3-iImetiI)-4-cetogIutrico a 

monatina. 

(.2. Un mØtodo para producir monatina que comprende la conversiOn de triptOfano yb 

Æcido indol-3-I6ctico a monatina, caracterizado dicho mØtodo porque comprende: 

i. Poner en contacto el triptófano o el Æcido indol-3-16ctico con un 

primer polipØptido, dOnde, al poner en contacto dicho primer 

polipØptido con el triptOfano, dicho primer polipØptido se selecciona 

de: una aminotransferasa, una deshidrogenasa o una oxidasa, 

donde al poner en contacto el Æcido indol-3-IÆctico con dicho primer 

polipØptido, dicho primer polipØptido se selecciona de una oxidasa, 

una deshidrogenasa o una reductasa, donde dicho primer 

polipØptido convierte el triptófano a el Æcido indol-3-IÆctico a indol-

3-piruvato; 

. ii. Poner en contacto el indol-3-piruvato con un segundo polipØptido y 

una fuente de carbono C3, dônde dicho segundo polipØptido es una 

aldolasa, �donde dicho segundo polipOptido convierte el indol-3-

piruvato y la fuente de carbono C3 a Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3-

ilmetil)-4-cetoglutÆrico; 

iii. Poner en contacto el Acido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-

cetoglutÆrico con un tercer potipØptido, dOnde dicho tercer 

polipØptido es una aminotransferasa o una deshidrogenasa, donde 

dicho tercer polipØptido convierte el âcido 2-hidroxi-2-(indol-3-

ilmetil)-4-cetoglutÆrico a monatina. 

3. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciOn 2, caracterizado porque, al poner 

en contacto el triptOfano con el primer polipØptido, dicho primer polipOptido se 

selecciona del grupo que consiste de triptófano-aminotransferasa (EC 2.6.1.27),. 

triptOfano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19), tirosina(aromÆtica)-aminotransferasa 

(EC 2.6.1.5), triptOfano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6,1.28), aminotransferasa 

de sustratos multiples (EC 2.6.1.-),aspartato-aminotransferasa (EC 2.6.1.1), 
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triptofano-oxidasa, L-aminoÆcido-oxidasa (EC 1.4.3.2), / D-aminoÆcido 

deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminoâcido-oxidasa (EC 1.4.3.3), D-triptôfano-

aminotransferasa, D-alanina aminotransferasa (EC 2.6.1.21), glutamato-

deshidrogenasa (EC 1.4.1.2-4), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), y una 

combinaciOn de los mismos, y donde dicho primer polipØptido convierte el 

triptôfano a indol-3-piruvato. 

4. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciOn 2, caracterizado porque al poner 

en contacto el Æcido indol-3-lactico con el primer polipØptido, dicho primer 

�polipØptido se selecciona del grupo que consiste de indol-lactato-deshidrogenasa 

EC 1.1.1.1110), R-4-hidroxifenil-lactato-deshidrogenasa (EC 15 1.1.1.222), 3-

(4)-hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC 1.1.1.237), lactato-deshidrogenasa (EC 

1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (3-imidazol-5-il) tactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.111) 

y lactato oxidasa (EC 1.1.3-), o una combiriación de los mismos, y donde dicho 

primer polipØptido convierte el Æcido lndol-3-lÆctico a indol-3-piruvato. 

. 5. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 2 o 3, caracterizado porque el 

primero y/o tercer polipØptido comprende: 

I. Una secuencia de aminoÆcidos como se muestra en SEQ ID NO: 2, 

4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, No. Acceso Genbank: NP 388848.1, No. 

Acceso Genbank: ZP00005082.1 o No. Acceso Genbank: 

AAC74014.1; 

ii. Una secuencia de aminoÆcidos que comprende at menos 90% de 

identidad secuencial con la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 32, 

No. Acceso Genbank: NP_388848.1, No. Acceso Genbank: 

ZP00005082,1, o No. Acceso Genbank: AAC74014.1; 

iii. Una secuencia de aminoÆcidos que difiere de la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 

8, 10, 12, 14, 32, No. Acceso Genbank: NP 388848.1, No. Acceso 

Genbank: ZP00005082.1, o No. Acceso Genbank: AAC74014.1, en 

menos de 50 sustituciones conservadas de aminoÆcidos; 

en dóride dicha secuencia de aminoªcidos convierte el triptófano a indol-

3-piruvato. 

6. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciÆn 2, caracterizado porque el 

segundo polipØptido es una enzima EC 4.1.2.- o EC 4.1.3,--

7. El mØtodo de conformidad con Ia reivindicación 6, caracterizado porque la enzima 

EC 4.1.3.- es la 4-hidroxi-2-oxoglutarato-glioxilato-Iiasa (EC 4.1 .3.16), la 4-hidroxi-

4-metit-2-oxoglutarato-piruvato-Iiasa (EC 4.1.3.17) o una combinaciªn de las 

mismas. 

8. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 2, caracterizado porque el 

tercer polipØptido se selecciona del grupo que consiste de 

tirosina(aromâtico)aminotransferasa  (EC 2.6.1.5), triptOfano-deshidrogenasa (EC 

1.4.1.19), triptófano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28), triptófano-

aminatrarisferasa (EC 2.6.1.27), aspartato-aminotransferasa (2.6.1.21), D-

alanina-aminotransferasa (EC 2.6.1.21), D-triptofario-aminotransferasa, glutamato-
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deshidrogenasa (EC 1.4.1.2-4), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), 

aminotransferasa de sustratos multiples (EC 2.6.1.-), D-aminoÆcido-

deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), y una combiriaciOn de las mismas. 

9. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 2, caracterizado porque el primer 

polipØptido comprende un aminoâcido-oxidasa (EC 1.4.3.-) y una catalasa (EC 

1.11.1.6), y donde el primer polipØptido convierte el triptofano a indol-3-piruvato. 

10. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 9, caracterizado porque la 

amirioâcido-oxidasa comprende una triptófano-oxidasa, 

11. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciOn 2, caracterizado porque la fuente 

de carbono C3 se selecciona del grupo que consiste de piruvato, 

fosfoenolpiruvato, alanina, serina, cistemna o una combinaciÆn de los mismos. 

12. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciôn 11, caracterizado porque el 

. piruvato es producido por medio de alanina y un polipØptido capaz de realizar Is 

transaminaciOn de Is alanina; serina y un polipØptido capaz de realizar la beta-

eliminación de la serina; cisteina y un polipØptido capaz de realizar beta-

eliminaciôn de la cisteina; aspartato y un polipØptido capaz de realizar reacciones 

de beta-liasa con un aminoÆcido dicarboxilico; lactate y lactato-oxidasa (EC 1.1.3.-

o lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3); o una combinaciôn de 

las mismas. 

13. El mØtodo de conformidad con Is reivindicaciôn 2, caracterizado porque 

comprende ademÆs Is reducción de una cantidad de peróxido de hidrOgeno 

producido cuando el triptófano es convertido a indol-3-piruvato, al poner en 

contacto el perOxido de hidrOgeno con una catalasa. 

14. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 2, caracterizado porque el 

segundo polipØptido comprende una secuencia de aminoÆcidos seleccionada del 

grupo que consiste de: 

i. SEQ ID NO: 66, No. Acceso Genbank CAC46344; No. Acceso 

Genbank CAB14127.1, No. Acceso Genbank AAC74920.1 a No. 

Acceso Genbank CAC47463. 1; 

ii. Una secuencia de aminaªcidos que comprende al menos 90% de 

identidad secuencial con la SEQ ID NO: 66, No. Acceso Genbank 

CAC46344, No. Acceso Genbank CAB14127.1, No. Acceso 

Genbank AAC74920. 1, o No. Acceso Genbank CAC47463. 1; a 

iii. Una secuencia de aminoÆcidos que difiere de la SEQ ID NO: 66, 

Genbank Acceso No. CAC46344, No, Acceso Genbank 

CAB14127.1, No. Acceso Genbank AAC7492O.1, o No. Acceso 

Genbank CAC47463.1 en menos de 50 sustituciones conservadas 

de aminoâcidos, en donde  la secuencia de aminoAcidos convierte el 

indol-3-piruvato y eI piruvato a MP. 
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15. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 8, caracterizado porque el tercer 

polipØptido es una aspartato-aminotransferasa, en donde el Æcido 2-hidroxi-2-

(indol-3-ilmetil) -4-cetoglut6nco se pone en contacto con el aspartato para producir 

oxaloacetato y monatina. 

16. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciOn 15, caracterizado porque 

comprende ademØs poner en contacto el oxaloacetato con una descarboxilasa. 

17. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciôn 2, caracterizado porque el tercer 

polipØptido es una lisina-epsilon-amiriotransferasa y donde el âcido 2-hidroxi-2-

(indol-3-ilmetil)-4-cetoglut6rico se pone en contacto con Ia lisina. 

18. El mØtodo de conformidad con la reivndicación 2, caracterizado porque el tercer 

polipØptido es una enzima que tiene actividad de aminación reductora y un 

polipØptido que es capaz de reciclar NAD(P)H. 

19. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 18, caracterizado porque la enzima 

10
 

que tiene actividad de aminación reductora se selecciona del grupo que consiste 

de glutamato-deshidrogeriasa, fenilalanna-deshidrogenasa, triptôfano-

deshidrogenasa, a una cambinación de [as mismas. 

20. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciOn 18, caracterizado porque el 

polipØptido capaz de reciclar el NAD(P)H produce ademÆs un producto volªtil. 

21. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciOn 20, caracterizado porque el 

polipØptido que es capaz de reciclar NAD(P)H y producir un producto volØtil 

comprende ademØs form ato-desh id roge n asa y en donde el producto volÆtil 

producido es dióxido de carbono. 

22. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciôn 2, caracterizado porque el mØtodo 

comprende la conversiÆn del Æcido iridol-3-16ctico a monatina, 

23. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciôn 2, caracterizado porque se 

praducen al menos 10 g/litro de monatina, 

24. Un mØtodo para producir monatina que comprende la conversion de indol-3-

piruvato a monatina, caracterizado dicho mØtodo porque comprende: 

i. Poner en contacto el indol-3-piruvato con un primer polipØptido y 

una fuente de carbono C3, dónde dicho primer polipØptido es una 

aldolasa, dOnde dicho primer polipØptido convierte el indol-3-

piruvato y la fuente de carbono C3 a Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3-

ilmetil)-4-cetoglutÆrico; y 

ii. Poner en contacto el 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglut6rico con 

un segundo polipØptido, dOnde dicho segundo polipØptido es una 

aminotransferasa, dónde dicho segundo polipØptido convierte el 

Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglut6rico a monatina; 





Un mØtodo para producir monatina que comprende la conversion de triptófano a 

monatina, caracterizado dicho mØtodo porque comprende: 

I. Poner en contacto el triptOfano con un primer polipØptido, dOnde 

dicho primer polipØptido es una aminotransferasa, dOnde dicho 

primer polipØptido convierte el triptófano a indol-3-piruvato; 

ii. Poner en contacto el indol-3-piruvato con Ufl Segundo polipØptido y 

una fuente de carbono C3, dOnde dicho segundo polipØptido es una 

aldolasa, dOnde dicho segundo polipØptido convierte el indol-3-

piruvato y (a fuente carbono C3 a Æcido 2-hidroxi-2-(irtdol-3-ilmetil)-

4-cetoglut6rico; y 
iii. Poner en contacto el 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglutÆrico con 

un tercer polipeptido, dónde dicho tercer polipØptido es una 

aminotransferasa, dónde dicho tercer polipØptido convierte el Æcido 

2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglut6rico a monatina. 

26. Una cØlula capaz de producir monatina, caracterizada porque la cØlula comprende 

. at menos una secuencia exógena de Æcido nucleico que codifica para al menos un 

polipØptido, donde al menos un potipØptido convierte: 

triptOfano a indol-3-piruvato y se selecciona del grupo que consiste 

de triptOfano aminotransferasa de (a clase de enzimas EC 2.6.1.27, 

triptófano-deshidrogenasa de la  clase de enzimas EC 1.4.1.19, 

tirosina(aromÆtico)-aminotransferasa de la clase de enzimas EC 

2.6.1.5, triptOfano-fenilpiruvato-transaminasa de Is clase de enzimas 

EC 2.6.1.28, aspartato- aminotransferasa de (a clase de enzimas 

EC 2.6.1 .1 triptOfano-oxidasa L-aminoâcido-oxidasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.3.2, D-aminoÆcido-deshidrogenasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.99.1, D-aminoÆcido-oxidasa de la clase de enzimas 

EC 1.4.3.3, D-triptOfano aminotransferasa, D-alanina-

aminotransferasa de Is clase de enzimas EC 2.6.1.21, glutamato-

deshidrogenasa de (a clase de enzimas EC 1.4.1,2, EC 1.4.1.3 y EC 

. 1.4.1.4, fenilalanina-deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 

1.4.1.20; 

ii. indol-3-piruvato a Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3ilmetil)-4-cetoglut5rico y 

se selecciona del grupo que consiste de una enzima aldolasa del 

grupo de enzimas EC 4.1.3.160 EC 4.1.3.17; o 

iii. Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3ilmetil)-4-cetoglut6rico a monatina y se 

selecciona del grupo que consiste de tirosina(aromÆtico)-

aminotransferasa de la clase de enzimas EC 2.6.1.5, triptOfano 

deshidrogenasa de la clase de enzimas EC1.4.1.19, triptOfano-

fenilpiruvato-transaminasa de (a clase de enzimas EC 2.6.1.28, 

triptOfano- aminotransferasa de la clase de enzimas EC 2.6.1.27, 

aspartato- aminotransferasa de la clase de enzimas EC 2.6.1.1, D-

alanina-aminotransferasa de la clase de enzimas EC 2.6.1.21, D-

triptOfano- aminotransferasa, glutamato-deshidrogenasa de la clase 

de enzimas EC 1.4.1.2, EC 1.4.1.3 o EC 1.4.1.4, fenil-alanina 

deshidrogenasa de Is clase de enzimas EC 1.4.1.20 y D-aminoÆcido 

deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 1.4.99.1. 





27. La cØlula de conformidad con la reivindicaciOn 26, caracterizada porque al menos 

un polipØptido se selecciona del grupo que consiste de triptofano-aminotransferasa 

(EC 2.6.1.27), triptOfano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19), tirosina (aromÆtico)-

aminotransferasa (EC 2.6.1.5), triptófano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28), 

aminotransferasa de sustratos mUltiples (EC 2.6.1.-), triptOfano-oxidasa, L-

aminoÆcido-oxidasa (EC 1.4.3.2), aspartato-aminotransferasa (EC2.6.1.1), 0-

amino6cido-deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminoÆcido-oxidasa (EC 1.4.3.3), D-

alanina-aminotransferasa (EC 2.6.1.21), D-triptôfano-aminotransferasa,  indol-

lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.110), R-4-hidroxifenil-lactato-deshidrogenasa 

(EC 1.1.1.222), 3-(4)-hidroxifenilpiruvato-reductasa (EC 1.1.1.237), lactato-

deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2,3), (3-imidazol-5-il)-Iactato-

deshidrogenasa (EC 1.1.1.111), lactato-oxidasa (EC 1.1.3.-), sintasa/liasa (4.1.2. - 

), sintasa/liasa (4.1.3. -), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), glutamato-

deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3, 1.4.1.4), y una combinaciôn de las mismas. 

28. La cØlula de conformidad con la reivindicaciOn 27, caracterizada porque al menos 

un polipØptido se selecciona del grupo que consiste de triptOfano-aminotransferasa 

(EC 2.6.1.27), triptófano-deshidrogenasa (EC 1.4.1.19), tirosina (aromÆtica) - 

aminotransferasa (EC 2.6.1.5), triptOfano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28), 

aminotransferasa de sustratos mUltiples (EC 2.6.1.-), aspartato-aminotransferasa 

(EC 2.6.1.1), triptôfano-oxidasa, L-aminoªcido-oxidasa (EC 1.4.3.2) D-aminoÆcido-

deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-aminoÆcido-oxidasa (EC 1.4.3.3), D-alanina-

aminotransferasa (EC 2.6.1.21), D-triptôfano-aminotransferasa, sintasa/liasa (EC 

4.1.3.-), sintasa/liasa (4.1.2.-), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), 

glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3, 1.4.1.4) y una combinaciôn de las 

mismas. 

29. La cØlula de conformidad con la reivindicaciOn 27, caracterizada porque al menos 

un polipØptido comprende una actividad seleccionada del grupo que consiste de 

indol-lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.110), R-4-hidroxiferiil-lactato-

deshidrogenasa (EC 1.1.1.222), 3 - (4) -hidroxi fenilpiruvato-reductasa (EC 

1.1.1.237), lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27, 1.1.1.28, 1.1.2.3), (3-imidazol-5-

il) -lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.111), lactato-oxidasa (EC 1.1.3.-), 

sintasa/liasa (4.1.2.-), sintasa/liasa (4.1.3.-), triptÆfano-deshidrogenasa (EC 

1.4.1.19), triptofano-fenilpiruvato-transaminasa (EC 2.6.1.28), triptOfano-

aminotransferasa (EC 2.6.1.27), tirosina (aromØtica) - aminotransferasa (EC 

2.6.1.5), aminotransferasa de sustrato mUltiples (EC 2.6.1.-), aspartato-

aminotransferasa (EC 2.6.1.1), glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, 1.4.1.3, 

1.4.1.4), fenilalanina-deshidrogenasa (EC 1.4.1.20), D-triptófano-aminotransferasa, 

D-aminoâcido-deshidrogenasa (EC 1.4.99.1), D-alanina-aminotransferasa (EC 

2.6.1.21) y una combinaciOn de las mismas. 

30. La cØlula de conformidad con la reivindicaciôn 27, caracterizada porque  la 

sintasa/liasa (EC 4.1.3. -) comprende 4-hidroxi-2-oxoglutarato-aldolasa (EC 

4.1.3.16) o 4-hidroxi-4-metil-2-oxoglutarato-aldolasa (EC 4.1.3.17). 





1. La cØlula de conformidad con la reivindicación 26, caracterizada porque la cØlula 

es una cØlula bacteriana. 

La cØlula de conformidad con la reivindicación 26, caracterizada porque la cØlula 

es una cØlula de levadura. 

3. La cØlula de conformidad con la reivindicación 27, caracterizada porque la cØlula 

comprende ademØs uno 0 mÆs polipØptidos adicionales que son codificados por al 

menos una secuencia exOgena de Æcido nucleico adicional, en donde los 

polipØptidos adicionales comprenden actividades seleccionadas del grupo que 

consiste de: catalasa, oxaloacetato-descarboxilasa, lisina-epsilon-

aminotransferasa, y formato-deshidrogenasa. 

Un mØtodo para elaborar monatina que comprende la conversion de triptófano o 

Æcido indol-3-I6ctico a indol-3-piruvato, con un primer polipØptido, caracterizado 

porque: 

S 

I4 

Cuando el triptófano se pone en contacto con el primer polipØptido, 

dicho primer polipØptido se selecciona del grupo que consiste de: 

triptOfano-aminotransferasa de la clase de enzimas EC 2.6.1.27, 

triptOfano-deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 1.4.1.19, 

tirosina (aromØtica) - aminotransferasa de la clase de enzimas EC 

2.6.1.5, triptOfano-fenilpiruvato-transaminasa de la clase de enzimas 

EC 2.6.1.28, aspartato-aminotransferasa de la clase de enzimas EC 

2.6.1.1, triptófano-oxidasa L-aminoÆcido-oxidasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.3.2, D-aminoÆcido deshidrogenasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.99.1, D-aminoÆcido oxidasa de la clase de enzimas 

EC 1.4.3.3, D-triptOfano aminotransferasa, D-alanina 

aminotransferasa de la clase de enzimas EC2.6.1.21, glutamato 

deshidrogenasa de la calse de enzimas EC 1.4.1.2, EC 1.4.1.30 EC 

1.4.1.4, fenilalanina deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 

1.4.1.200 una combinaciOn de las mismas; y 

Cuando el Æcido indol-3-Iâctico se pone en contacto con el primer 

polipØptido, dicho primer polipØptido se selecciona del grupo que 

consiste de indol-lactato-deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 

1.1.1.110, R-4-hidroxifenil-Iactato-deshidrogenasa de Ia clase de 

enzimas EC 1.1.1.222, 3-(4)-hidroxifenilpiruvato-reductasa de la 

clase de enzimas EC 1.1.1.237, lactato-deshidrogenasa de la clase 

de enzimas EC 1.1.1.27, EC 1.1.1.28 0 EC 1.1.2.3, y (3-imidazol-5-

iI)-Iactato-deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 1,1,1.111 0 

una combinación de las mismas; 

Convertir el indol-3-piruvato a ªcido 2-hidroxi-2-(indol-3ilmetil)-4-

cetoglut6rico por medio de una reacciOn qulmica; y, 

Convertir el Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3ilmetil)-4-cetoglut6rico a 

monatina con un segundo polipØptido seleccionado del grupo que 

consiste de tirosina (aromÆtica) - aminotransferasa de la clase de 

enzimas EC 2.6.1.5, triptOfano-desidrogenasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.1.19, triptófano-fenilpiruvato-transaminasa de la 





clase de enzimas EC 2.6.1.28, triptófano-aminotransferasa  de la 

clase de enzimas EC 2.6.1.27, aspartato-am i notransfe rasa de la 

clase de enzimas EC 2.6.1.1, D-alanina aminotransferasa de la 

clase de enzimas EC 2.6,1.21, D-triptOfano aminotransferasa, 

glutamato-deshidrogenasa de la clase de enzimas EC 1.4.1.2, EC 

1.4.1.3, o EC 1.4.1.4, fenil-alanina deshidrogenasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.1.20, D-aminoacido deshidrogenasa de la clase de 

enzimas EC 1.4.99.1, o urla combinación de las mismas. 

35. El mØtodo de conformidad con la reivindicaciôn 2, caracterizado porque el mØtodo 

comprende ademÆs la detecciOn del Æcido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-

cetoglut6rico por espectrometrIa de masa. 

36. El mØtodo de conformidad con la reivindicación 2, caracterizado porque el 

triptOfano es producido a partir de indol utilizando un polipØptido de EC 4.1.99.1. 
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1a  previously determined the complete amino acid sequence of 2-keto-4-hydroxyglutarate aldolase from 
Esherichia coli (C. J. Viahos and E. E. Dekker, J. Biol. Chem. 263:11683-11691, 1988), we amplified the gene 
thtt codes for this enzyme by the polymerase chain reaction using synthetic degenerate deoxyoligonucleotide 
priners. The amplified DNA was sequenced by subcloniug the polymerase chain reaction products into 
bateriophage M13; the nucleotide sequence of the gene was found to be in exact agreement with the amino acid 
se4uence of the gene product. Overexpression of the gene was accomplished by cloning it into the pKK223.3 
expression vector so that it was under control of the lac promoter and then using the resultant plasmid, pDP6, 
to fransform B. coil DH5otF’IQ. When this strain was grown in the presence of isopropyl (1-o-thiogalactopy-

ra*oside, aldolase specific activity in crude extracts was SO-fold higher than that in wild-type cells and the 
en*yme constituted approximately 30% of the total cellular protein. All properties of the purified, cloned gene 
prxIuct, including cross-reactivity with antibodies elicited against the wild-type enzyme, were identical with 

S th aldolase previously isolated and characterized. A strain of E. coil in which this gene is inactivated was 
prpared for the first time by insertion of the kanamycin resistance gene cartridge into the aldolase 
chfromosomal gene. 

2-Keto-4fhydroxyglutarate (KHG) aldolase (4-hydroxy-2 
oxoglutarae glyoxylate-lyase EEC 4.1.3.16; 4-hydroxy-2- 
o ae xoglutar pyruvate + glyoxylate]) of Escherichia coli 
is a novel trimeric enzyme (30). Past enzymological and 
radiotracer studies (7) led to the suggestion that KHG 
aldolase p*ticipates in regulation of the intracellular level of 
glyoxylate -,E. coli (and possibly other prokaryotic) cells; in 
mammals, it is well established that it catalyzes a central 
reaction in bydroxyproline catabolism (19). This enzyme has 
been obtai ed in homogeneous form from extracts of B. coli 
(5), as w 11 as bovine liver (3) and kidney (12). KHG 
aldolases om B. coli and bovine liver and kidney differ in 
size (Ms, 66,000, 120,000, and 140,000, respectively), and 
whereas t e liver and kidney enzymes are homotetramers, 
that from . coli has a inmeric subunit structure. Another 
difference s that the liver and kidney enzymes are virtually 
nonstereo pecific in cleaving or forming both optical isomers 
of KHG 3); the E. coli enzyme, in contrast, is stereoselec 
tive for LfKHG. Mechanistically, KHG aldolase from all 
sources s far examined is a class I or "lysine-type" 
aldolase, ata1yzing the reaction via a mechanism involving 
Schiff bas formation between KHG or pyruvate and the 
a-amino gioup of an active-site lysine residue (14, 20). Most 
interestingly, and regardless of the source, KHG aldolase is 
bifunctionl, efficiently catalyzing 3-decarboxylation of ox-
alacetate as well as aidol cleavage or formation of KHG. The 
3-decarbxylase/aldolase activity ratios, however, are 0.2, 
0.5, and 1L0, respectively, for the kidney, liver, and E. coli 
enzymes. The availability, therefore, of pure KHG aldolase 
preparatiqns from a prokaryotic source and cukaryotic 
sources tlat are similar in some molecular and/or catalytic 
properties but significantly different in others provides an 
attractive system for studying enzyme structure-function 
interrelatimships. 

First it -depth studies are being carried out with KHG 
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aldolase from B. coil. In previous work, we succeeded in 
determining the complete amino acid sequence of the protein 
(27); it consists of 213 amino acids with subunit and trimer 
molecular masses of 22 and 66 kfla, respectively. Selective 
chemical modification-inactivation studies, followed by pep-
tide isolation and sequencing endeavors, enabled us to 
determine that glutamate residue 45 (28), arginine residue 49 
(27, 29), and lysine residue 133 (27) are each required for 
catalytic activity. Such efforts await confirmation and, pos-
sibly, new insights by application of molecular biological 
techniques. This report describes our success in cloning the 
hga (KHG aldolase) gene that codes for the primary struc-
ture of the enzyme and is the first to describe the nucleotide 
sequence of this gene from any source. In addition, the gene 
was overexpressed in E. coil, allowing for large quantities of 
the enzyme to be formed, and the cloned fragment, which 
included a selectable marker, was used to inactivate the gene 
on the E. coli chromosome by double recombination. 

MATERIALS AND METHODS 

Bacterial strains, phages, plasmlds, and other materials. E. 
coli DHSaF’ [F’ 480d 1acZ,.M15 4(IacZYA-argF)U]69 
recA/ endAl hsdRi7 (rK mK) szipE44 X thi-1 gyrA 
re/All, used for transf’ection with bacteriophage M13, and E. 
coli DH5oF’IQ [80d IacZb.Mi5 (lacZYA-argF)Ui69 
recAl endAl hsdR17 r’ mK) supE44 X thi-1 gyrA 
re/Al/F’ proAB iacI’4ZE.M15 zzf:TnS (1(m’)], used for 
transformation, were obtained from Bethesda Research Lab-
oratories. E. coil JC7623 [F’ thr-1 ara-14 leuB6 (gpt-
proA)62 lacYl sbcC201 tsx-33 supF.44 galK2 >C rac sbcB15 
hisG4 rjbD] recB21 recC22 rpsLJl kdgK5l xy/-5 mt/-i argE3 
zhi-11, obtained from the E. coli Genetic Stock Center, Yale 
University, New Haven, Conn., was used for transformation 
of linear DNA fragments. Phages M13mp18 and M13mp19 
were used for sequencing, plasmid pKK223.3 was the 
expression vector for the cloned aldolase gene, and plasmid 
pUC4K was the source for the kanamycin resistance gene 
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0. Sol. Jnternacional PCT/US03/1 2588 
echa de Presentaciôn Internal. 23/04/2003 

mo resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el artIculo 45 de 
Decision 486 de la ComisiOn de la Comunidad Andina, se le comunica: 

Documentos estudiados 

ivin 

Objeto do la invención 

Folios: 120 a 279 como se radicO inicialmente. 

Folios: 280 a 294 como se radicO inicialmente. 
Folios: 476 a 486 modificadas 

Folios: 74 a 118 como se radicó inicialmente. 

23/04/2002, Estados Unidos, US60/374,831. 

Titulo de la solicitud: "PolipØptidos y rutas biosintØticas" 

El objeto de la presente solicitud de patente de invenciOn consiste en mØtodos y 
composiciones utilizadas para producir monatina a partir de glucosa, triptOfano, ªcido 
indol-3-I6ctico, indol-3-piruvato y Æcido 2-hid roxi-2-(indol-3-metiI)-4cetogIutÆrico. 

El problema planteado en esta solicitud es la potencialidad de utilidades de la 
monatina y sus intermediarios en aplicaciones alimenticias, agricolas y 
farmacØuticas, entre otras y la consecuente necesidad de mØtodos de producciOn de 
los mismos. 
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ara solucionar este problema tØcnico la solicitud en estudio proporciona varias rutas 
sintesis para la producción de monatina a partir de glucosa, triptófano, Æcido 

dol-3-16ctico yio a partir de precursores de monatina como indol-3-piruvato y Æcido 
h idroxi-2-(indol-3-metil)-4-cetoglutÆrico. 

C07D 209/18; C12P 17/10. 

De la solicitud de Patente (segün el caso) 

.1. Reivindicaciones (artIculo 300 486) 

I capitulo reivindicatorio en general carece de concision y claridad por cuÆnto: 

La definiciOn del mØtodo de obtenciOn de monatina se hace a partir de mi’iltiples 
posibilidades de enzimas o polipØptidos, lo cual no permite definir la ruta sintØtica 
que se esta divulgando (clÆusulas 1-36); 

A pesar de que la reivindicaciOn 1, se refiere tambiØn a un mØtodo de sintesis 
orgÆnica para la produccion de monatina, no es claro como este mØtodo se 
relaciona con las reivindicaciones del resto de la solicitud, especialmente con la 
reivindicaciOn 2, la cual se refiere a un mØtodo para sintesis de monatina a partir 
de triptofano y/o Æcido indol-3-16ctico, mientras que la reivindicaciôn I se refiere a 
una ruta de sintesis a partir de glucosa que se convierte en triptôfano, pero no se 
relaciona con el Æcido indol-3-Iàctico. 

La reivindicaciôn 35 que se refiere a un mOtodo que permite la detecciOn del 
àcido 2-hidroxi-2-(indol-3-ilmetil)-4-cetoglutarico  por espectrometria de masa, 
carece de relaciOn con la reivindicación 2, de la cual es dependiente y que se 
refiere a un mØtodo de sintesis orgØnica para producir monatina. 

esta manera, el capitulo reivindicatorio presentado no cumple con los requisitos 
tablecidos en el art. 30 de la DecisiOn 486. 

Unidad de invencion (artIculo 25 0 486) 

. Lel anÆlisis del capitulo reivindicatorio se concluye que existe mÆs de un grupo de 
enciOn dentro de la solicitud en estudio: 

i mOtodo de sintesis orgÆnica para la obtenciOn de monatina a partir de glucosa 
(clausula 1) 

i) mØtodo de sintesis orgÆnica para la obtenciOn de monatina a partir de triptOfano 
y/o Æcido indol-3-IÆctico (clÆusulas 2-25, 34,36); 

ii) mOtodo de sintesis bioquimica para la obtenciOn de monatina a partir de una 
cØlula recombinante, procedimientos y productos relacionados (clªusula 26-33); 

or lo anterior, debe seleccionarse un ünico grupo de invenciOn que cuente con 
ustento descriptivo suficiente y que pueda reclamarse como una secuencia lOgica 
e pasos segtin sus condiciones de realizaciOn. 

acuerdo con lo anterior, el capitulo reivindicatorio en general no cumple con el 
uisito de unidad de invención establecido en el art. 25 de la DecisiOn 486. 

AnÆlisis de patentabilidad (artIculo 14 D486) 





Fara realizar el anÆlisis de patentabilidad se tomô en cuenta ünicamente el grupo 
irventivo que carece de novedad, es decir el tercer grupo (reivindicaciones 26-33), 
q   trata sobre cØlulas recombinantes que producen monatina. 

fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la TØcnica es: 

Fecha de presentaciOn de la solicitud prioritaria: 23/04/2002. 

niendo en cuenta la fecha indicada se realizó  la bUsqueda en el estado de la 
cnica de documentos relacionados con la solicitud encontrÆndose los siguientes 
)cumentos mÆs relevantes: 

N° Documento Titulo Fecha do 
publicaciôn 

Path, etal., Journal of "Cloning, nucleotide sequence, 

Dl Bacteriology, vol 174 overexpressiori, and inactivation of the Ene, 1992 
(N° 1)102-107. Escherichia coil 2-keto-4-hydroxyglutarate 

_ 

aidolase_gene"  

. .1.Novedad (artIculo 16D486) 

Las reivindicaciones 26 a 33 se refieren a una cØlula capaz de producir monatina, 
c onde la cØlula comprende at menos una secuencia exógena de Æcido nuclØico que 
codifica para at menos un polipØptido. 

1 documento de Patil y Dekker, 1992 (Dl) divulga el gen de la aldolasa (2-ceto-
idroxiglutarato-aldolasa) que posee la bacteria Escherichia co/i, esta bacteria es 
apaz de producir monatina. En este documerito se detalla la secuencia, clonaciOn y 
ctividad del gen aldolasa en la producción del compuesto monatina. 

or otra parte, otros documentos como Galkin,et.aL, 1997 y Deluna, et.aI., 2001, 
ivulgan el gen formato deshidrogenasa de Escherichia co/i y glutamato 
eshidrogenana de Saccharomyces cerevisiae, que son microorganismos que 
mbiØn pueden producir monatina. 

Isn consecuencia Se deduce, que en el estado del arte ya eran conocidas cØlulas, 
pecIficamente bacterias o levaduras, capaces de producir monatina. Al ser el 

bjeto de Ia solicitud igual al de Ia anterioridad, no se pueden considerar estas 
ivindicaciones novedosas. De esta manera y de acuerdo con to anterior Ia cØlula 
cIamada no puede considerarse como nueva y 01 to tanto no cumple con el 
quisito de novedad establecido en el artIculo 16 de la Decision 486. 

Conclusion: 

requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asi: 

Documento N° Reivindicaciones afectadas Reguisito quo 
[DiN°

 
 Patil,et.al., 1992 26-33 Novedad 

n cumplimiento del afficulo 45 de la DecisiOn 486 de la ComisiOn de la Comunidad 
ndina, se le indica que debe dar respuesta dentro del tØrmino de 60 dias contados 
partir de la fecha de notificación de la presente comunicación. En caso de no dar 
spuesta at presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los 
pedimentos para la concesiOn, se denegarÆ la patente. 
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del 
c pitu intolulo primero de la Circular Unica No 10 de 2001. 

PORS ELENA POLO CORDOBA 
J   e Division de Nuevas Creaciones (E) 

I anterior requerimiento fue notificado por fijaciôn en lista, de fecha 

CONCEPTO TECNICO No. 
456 

EXAMINADOR TECNICO 
COdigo No.202052 




