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ENGESELLSCHAFT.

NOTIFICADO POR FIJACION EN LISTA No. 07

DE FECH

IA 8 DE ENERO DE 2010

(EX

AMEN DE FONDO)

J. IAN RAISBECK, mayor de edad y ¥
pie de mi firma, en mi caracter de apods
siguiente ante el auto emanado por ese |
de la Decision 486 en los siguientes térn
1. a- El Examinador sefiala ¢

invencion, por lo que no se cumpliria co
Especificamente el Examinador identifi

Invencion 1. procedimientos

(reivindicaciones 1 a 10).

ecino de Bogotd, D.C., identificado tal como aparece al
erado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo
Despacho, dentro del plazo legal previsto en el articulo 45

Ninos:

[ue la presente invencidén reclama mas de un objeto de

n el requisito de unidad de invencion.
ca las siguientes invenciones:

11o-hidroxiesteroides  7o-sustituidos

para preparar

Diagonal 3
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Invenciéon II: 11pB-halogenesteroides

(reivindicaciones 11 a 27).

7o, 1700 sustituidos y su proceso de produccion

b- Para superar los problemas de unidad de invencion, el Sr. Solicitante ha decidido optar por

la invencion I. Es decir, ha decidido reclamar en el Capitulo Reivindicatorio Modificado

exclusivamente los procedimientos p

(Reivindicaciones 1 a 10).

2. a- El Examinador sefiala que la

ara preparar 1la-hidroxiesteroides 7o-sustituidos

s Reivindicaciones 1 a 10 presentan procedimientos que

hacen referencia a diversos microorganismos, no enteramente sustentados en el Capitulo

Descriptivo. Es por esto que el Examinado

de los microorganismos en la obtencion de

r solicita elementos probatorios acerca de la efectividad

los compuestos definidos en las reivindicaciones

b- Con el 4nimo de superar la anterior objecion, el Solicitante ha decido limitar la

invencion exclusivamente a aquellos
ejemplificados y asi cumplir enteramente ¢
redundar en aquellos microorganismos en

reivindicados se encuentra demostrada.

Con dicha limitacién se clarifica ain mas
Solicitante considera que también se super:

el Examinador.

microorganismos que se encuentran efectivamente
on el requisito de soporte en la Descripcidn y, a su vez,

donde la efectividad en la obtencion de los compuestos

el alcance que se pretende proteger, por lo cual, el Sr.

a de esta manera la observacion de claridad elevada por

3. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por el Examinador en su

examen de fondo han sido resueltas y por ¢onsiguiente solicito respetuosamente que el Despacho

emita un segundo examen de fondo en donde se pronuncie acerca de los requisitos de

patentabilidad (novedad y nivel inventivo)

requisitos y se proceda con la concesion de

Atentamente,

WM@G;MM

J. IAN RAISBECK
C.C. 79.376.996 de Bogota
T.P.135.799

De lo contrario, ruego se tengan por cumplidos tales

la patente.
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CAPITULO

1. Procedimie]

hidroxiesteroides 7o~

donde

R’ es el grupo P-Q, dg
P es un alquilen
Cs o fluoralqui
través de P con

RY puede estar en pos

R es metilo o etilo,

donde un esteroide 7o

donde R’, R y RY ti
anteriormente, se

microorganismo, sele

4Expediente No: 05-015699 1
N. Ref. P2005/00018%

REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Examen de Fondo)
nto microbioldgico para preparar llo-

sustituidos de la férmula general 4,B

nde

0-C1-C4 v Q es un hidrégeno, algquilo-Ci-
lo-C1-C4y y el grupo P-Q estd unido a
la estructura basica esteroide,

icidén @ o B y ser H, CH; o CF3, vy

rsustituido de la férmula general 3,A:

3,A

erien el mismo significado que se indicod
hidroxila Y oxida usando un

rccionado del grupo gque comprende

a4
763
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Glomerella cingulata
2. Procedimi

hydroxiesteroides 7o~

donde

4Expediente No: 05-015699 z/
N. Ref. P2005/000189

y Gnomonia cingulata.
ento microbioldgico para preparar llo-

rsustituidos de la férmula general 4,B

R’ es el grupo P-Q, en el cual

P es un alquile
C1-C4; o fluoralq

través de P con

no-C;~C4 vy Q es un hidrégeno, alguilo-
uilo-C1-C4 vy el grupo P-Q estd unido a

la estructura basica esteroide,

R!® puede estar en posicién o o B y ser H, CH; o CF3 , y

R'?> es metilo o etil

Dy

donde un esteroide 7¢-sustituido de la fédrmula general 3,A

10

1a PH

3A

donde R’, R y R! tienen el mismo significado que se ha

indicado anteriormente,

en un primer paso d

droxila en la posic

=] procedimiento microbiolégico se hi-

ién lla~, usando un primer microorga-

144
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nismo, seleccionado

ochraceus, Glomerell

4Expediente No: 05-015699 7
N. Ref. P2005/000189

del grupo que comprende Aspergill

a cingulata Y Gnomonia cingulata,

formandose un llo-Hidroxiesteroide TJoa-sustituido de la

férmula general C:

c

donde R’7, R y RY ti

13 OH

ey,
Ty R?

lenen los mismos significados indicados

anteriormente, y el lla-hidroxiesteroide 7a-sustituido de la

férmula general C qus
paso del procedimient
microorganismo, seled
cual se forma el ¢
general 4,B.

3. Procedimi

hidroxiesteroides Ta-

donde

R’ es un grupo P-Q d¢

: se forma se oxida luego en un segundo
ro micreobioldgico utilizando un segundo
rcionado de Bacillus sphaericus, con 1o

rsteroide T7oa-sustituide de la férmula

ento microbioldégico para preparar 1lo-

sustituidos de la formula general 4,B

4B

rnde

%
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P es un alquilers
Ci1—-C4 o fluoralaq
través de P con
R'Y puede ser H, CH; o
R es metilo o etila

donde el esteroide 7o

donde R’, R!° y RV ¢

indicado anteriormente,

se hidroxila usando

grupo que comprende:
cingulata.
4. Procedimie

4Expediente No: 05-015699
N. Ref. P2005/000189

no-C1-C4 y Q es un hidrégeno, alguilo
1ilo-C1-Cs4 y el grupo P-Q estd unido a
la estructura basica esteroide,

CFz , vy

14

-sustituido de la férmula general D

13 0

teg,
"y 87

D
ienen el mismo significado que se ha
un microorganismo, seleccionado del

Glomerella cingulata vy Gnomonia

nto microbioldgico segin una de las

. . . . L : 7
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque, R’ es CHs.

5. Procedimiento microbiolégico segin una de las

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque, R es H.

6. Procedimie

nto microbiocldégico segun una de las

reivindicaciones 1 a b, caracteriza porque, RY es CHs;.

&

y,

7b
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WO 97/21830 PCT/EP96/05729

MICROBIAL I1a-HYDROXYLATION OF STEROIDS

The present invention relates 1o a microbial method of 1 la-hydroxylation of steroids

Microbial 11a-hydroxylation of steroids is a well known process, in vivo as well as in
vitro. For instance 1la-hydroxylation of progesterone by cell-free preparations of Aspergillus
ochraceus has been reported by Shibahara et al , Biochim Biophys. Acta, 202 (1970), 172-179
It has also been known that microbial [la-hydroxylation reactions of steroids are
unpredictable, and invariably lead to incomplete transformations. Typically conversion degrees
of 80-85% are obtained. For industrial applications it is however of importance to obtain high

predictable conversion rates, which preferably lead to higher than 93% yields of lla-

hydroxylated steroids. Mathematical models in the optimization of such fermentation processes

are discussed by Deshayes et al., Bull. Soc. Chim. Fr., (1980), II 24-34. For example, in the

1 la-hydroxylation of canrenone, Deshayes disclosed that under optimum conditions better than
95% vyields could be attained when 4spergillus ochraceus was used in a medium containing i.a.
10 g/l of glucose in a matrix of malt-extract and trypticase. Under these conditions up to 1.5 g/l
of canrenone could be transformed] which was considered to be an improvement in the art, for

instance as disclosed by Blunt et al, J Chem Soc. 6 (1971), 1136, who were not able to

obtain more than 90% vyield of |la-hydroxylated canrenone using at the most 0.5 g/l of

substrate,

Since it can be reasoned that contaminations will have a detrimental influence on the
microbial process, it can be expected that further optimization could be obtained by increasing
the purity of the starting materials. Surprisingly however, it has now been found that a further
improvement is obtained by using less than pure substrate, in particular by using a substrate
having a purity of less than 97%  The invention therefore relates to a microbial method of in
vitro transformation of a steroid into its corresponding 11 a-hydroxy analogue using oxygen and
a2 micro-organism selected from Aspergilins ochracens, Aspergillus niger. Rhizopus stolonifer,
Rhizopus nigricans, Rhizopus arrkizus, and strains of Pestelotia, characterized in that a steroid

having a purity of less than 97% i§ used.

s
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Preferably the micro-organism is Aspergillus ochracens The purity of the steroid is
preferably more than 90% More preferably the purity of the steroid is between 90 and 95 %
The present method using impure substrates affords microbial transformations at substrate
concentrations, which are substantially greater than the maximum concentrations as disclosed

by Blunt or Deshayes.

The present microbial method can be used with steroids having an unsubstituted 11-

position. Preferred examples are estr-4-ene-3,17-dione and canrenone.

The surprising effect of impurities on the conversion degree is illustrated in the following

tables:
Table |
Conversion of estr-4-ene-3,17-dione by 4. ochraceus
purity substrate concentration | conversion degree
(%) g/ Y
99 15 78
99 10 83
98 25 | 85
94" 15 - 91
94* 5 91
15 94
94*
25 97
93
10 98
92

* . B ..
various natural impurities added to pure substrate
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Table 11

[v2)

Conversion of canrenone bﬁ A. ochracens

{ o purity substrate concentration .| conversion degree
(vo) €2 (%)
100 S 74
100 10 78
100 20 73
100 35 72
96 10 o8
04 15 96
96 22 96
85 22 95

The invention is further illustrated by the following examples.

PCT/EP96/05729

T

S
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WO 97/21830 PCT/EPY6/05729

EXAMPLES

Example 1
A shake flask containing a mineral growth medium with glucose was inoculated with

spores of 4. ochraceus and placed on a reciprocat shaker at 28 °C for 15 h. A stirred fermentor
containing 5 | of medium was subsequently inoculated with 250 m! of germinated spore
suspension. The used medium contained a glucose/yeast extract medium (glucose 40 g/l yeast
extract 10 g/l, pH 5.0). The culture conditions were as follows: stirrer speed 750 rpm, airflow
02 WVm, temp 28 °C Foaming was measured with an antifoam electrode and controlled by
automatic addition of a silicon based antifoam agent. When the culture had a biomass
concentration of at least 2 g/l a small portion of estr-4-ene-3,17-dione (1 g/l) was added 10
induce the synthesis of the hydroxylation enzymes Three hours later higher concentrations of
sterotd were added to reach the desired concentrations as given in Table I The steroid trans-

formation was stopped when repeatedly no increase in conversion was observed.

Example 2
In a shake flask the same culture as described in Example 1 was prepared When the

culture had a biomass concentration of at least 4 g/l the canrenone was added at once to reach

the desired concentrations as given in Table II. The steroid transformation was stopped when

repeatedly no increase in conversion was observed.



L

10

15

W0 97/21830 PCT/EP96/05729

A
.
&
5

1. A microbial method of in vitro transformation of a steroid into 1ts corresponding |la-
hydroxy analogue using oxygen and a mucro-organism selected from Aspergifius ochraceus.
Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer, Rhizopus mgricans, Rhizopus arrfuzus, and strains of
Pestelotia, characterized in that a steroid having a purity of less than 97% 1s used

2. The method according to claim |, wherein the micro-organism is Aspergillus

ochracens.

3. The method according to claim 1 or 2. wherein the purity of the steroid is between 90

and 95%.

4. The method according 1o any one of claims [-3, wherein a steroid concentration

greater than 0.5 g/l is used.

$. The method according to|any one of claims 1-4. wherein the steroid is selected from

estr-4-ene-3 17-dione and canrenone.

o
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Mhimumum documentauon searched (classification systern (ollowed by classificanon symbeols)

IPC 6 Cl2p
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C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
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e

R.elevant to claim No.

Y

1980, XP0O2029426

cited in the application
see page 31

24-34 CODEN: BSCFAS;ISSN: 0037-8968,
DESHAYES, CHRISTIAN M. P.: "Use of
mathematical models for optimization in
fermentation, Applications to
transformations by microorganisms’

US 3 294 646 A (SMITH, LELAND LEROY ET AL) ' 1,2,5
27 December 1966

see claims

BULL. SOC. CHIM. FR. (1980), (1-2, PT. 2}, 1,2,5
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Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decisién 486 de la Comisiéon de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcidn: Folios: 49 a 94 como se radico inicialmente
Reivindicaciones: Folios: 95 a 106 como se radico inicialmente
Folios: 208 a 213 como se modificé en fase
internacional.
Folios: 293 a 296 como se modifico el 25/03/10,

Prioridad: Folio:

Fecha: 24/07/2002
: GE

Numero 10233723.3

Rta. Del Solicitante:  Foligs: 291 a 292 como se radico el 25/03/2010.
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2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud (folio 1): "Procedimientos microbiologicos para preparar
11a-hidroxiesteroides 7a-sustituidos”.

La presente solicitud se refiere a procedimientos microbiolégicos para
preparar 11a-hidroxiesterpides 7a-sustituidos, a 11p-halogenosteroides 74,
17- a-sustituidos que se pueden obtener de aquellos, a procedimientos para
la preparacion de estos|Ultimos compuestos y a su uso, asi como las
composiciones farmacéuticas que contienen estos compuestos.

El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de encontrar un
procedimiento que facilitelel acceso a los productos precursores derivados de
testosterona que no sean sensibles a una reduccion con 5a-reductasa.

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
procedimientos microbioldégicos para preparar 11a- hidroxiesteroides 7a-
sustituidos.

La Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) es: C12P 33/10, AB1K31/56,
AB1P 15/186.

3. Determinacion del Estado de la Técnica

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

Teniendo en cuenta la fech

Fecha de presentacion de la solicitud prioritaria: 24 de julio de 2002,

indicada se realiz6 la bisqueda en el estado de |a

técnica de documentos relacionados con la solicitud encontrandose los
siguientes documentos mas relevantes:

N° Documento Titulo Fecha de .
publicacién
Microbial 11a-hydroxylation of I
_.D1 WO09721830 1 steroids 19 de junio de 1997

4. Anilisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

Nivel inventivo (articulo18 D486)

La reivindicacidon 1, |y. sus dependientes divulgan procedimientos
microbiolégicos para preparar 11a-hidroxiesteroides 7a-sustituidos a partir de
la férmula 3,A mediante - hidroxilacion y oxidacion mediante un
microorganismo como Glomerella cingulata y Gnomonia cingulata.

232



5. Conclusion:

e La reivindicacion 2 y| sus dependientes, divulgan procedimientos
microbioldgicos para la preparacion de compuestos de formula 4,B en el que
a partir de compuestos de la formula 3,A se hidroxila por medio de un primer
organismo seleccionado entre los grupos Aspergillus ochraceous, Glomerella
cingulata y Gnomonia cingulata. El producto intermedio de la formula C
obtenido de esta manera es oxidado para obtener el producto 4,B en un
segundo paso, mediante el empleo de Bacillus sphaericus.

e La reivindicacion 3 vy sus dependientes divulgan procedimientos
microbioldgicos para preparar 11a-hidroxiesteroides 7a-sustituidos a partir de
la formula D mediante hidroxilacion mediante un microorganismo como
Glomerella cingulata y Gnomonia cingulata.

El documento del Estado de la Técnica mas préximo es D1 (ver folios que
ensefia la 11 a-hydroxilacibn de esteroides, por preparaciones de
microorganismos tales como|Aspergillus ochraceus

La unica diferencia con D1 es que la solicitud menciona ademas la oxidacién
simultanea del esteroide (reivindicaciones 1, dependientes) o la incorporaciéon de
dos microorganismos, para realizar, dicho proceso en dos etapas
(reivindicaciones 2 y dependientes). -

Con respecto a las reivindicaciones 3 y dependientes, el proceso microbiolégico
se centra en la hidroxilaciéon del esteroide con la unica diferencia de los
microorganismos empleados.

técnica esencial de la solicitud es la 11 a —
rivado de testosterona a partir de microorganismos,
n un efecto técnico inesperado a la luz de el
documento del estado de la técnica D1 por cuanto la oxidacion en la posicidn 17
del esteroide por parte de Jos microorganismos es evidente para un técnico
medio versado en la materia.

Dado que la caracteristic
hidroxilacién del esteroide d
estas diferencias no pose

0 en esta solicitud que era el de encontrar derivados
n sensibles a una reduccién con 5 o reductasa y
resuelto previamente mediante el mismo tipo de
conocidos.

El problema técnico plantea
de testosterona que no se
faciles de preparar se habi
procesos microbiolégicos y

De esta forma se establece que las reivindicaciones 1 a 6 no cumplen con el
requisito de Nivel Inventivo.| . . -

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

N° Documento N°

Reivindicaciones .
L afectadas Requisito que afecta

D1 W09721830 1 1-6 Nivel Inventivo




En cumplimiento del articulo 45 d
Andina, se le indica que debe dar

e |a Decision 486 de la Comision de la Comunidad
respuesta dentro del término de 60 dias contados

a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso de no dar

respuesta al presente requerimie
impedimentos para la concesion,

Notifiquese el presente oficio coni

nto, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
se denegara la patente.

formea lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del

capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

.

)

ALIX CARMENZA/CESPEDES DE VERGEL

Directora de Nuewas Creaciones

El anterior requerimiento fue

(C)

lista, de fecha

23 JiL. 201

notificado por fijacidbn en

CONCEPTO TECNICO
No. 2350

EXAMINADOR TECNICO
Cédigo No. 202089

A
2\



