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E 

J. IAN RAISBECK, mayor de edad y 

pie de mi firma, en mi carÆcter de apo 

siguiente ante ci auto emanado por ese 

de la Decision 486 en los siguientes tØi 

InvenciOn titulada: "PROCEDIMIENTOS 

PREPARAR lhz-HIDROXIESTEROIDILS 7-

GESELLSCHAFT. 

TA No. 07 

8 DE ENERO DE 2010 

de Bogota, D.C., identificado tal como aparece al 

de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo 

cho, dentro del plazo legal previsto en ci articulo 45 

1. a- El Examinador seæala ue la presente inverición reclama mÆs de un objeto de 

invención, por lo que no se cumplirla c  el requisito de unidad de invenciOn. 

EspecIficamente ci Examinador 

Invención I: procedimientos 

(reivindicaciones 1 a 10). 

las siguientes invenciones: 

para preparar 11 a-hidroxiesteroides 7a-sustituidos 

Diagonal 34 N 5 - 28, Bogota DC., Colombia 
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Invención II: 11 -haloge 

(reivindicaciones 11 a 27). 

b- Para superar los problemas de uni 

la invenciOn I. Es decir, ha decidido 

exciusivarnente los procedirnientos 

(Reivindicaciones 1 a 10). 

2. a- El Examinador seflala que li 

hacen referencia a diversos microorgal 

Descriptivo. Es por esto que el Exarninad 

de los microorganismos en la obtención de 

b- Con el Ænimo de superar 

invención exciusivamente a aquelios 

ejemplificados y asI cumplir enteramente 

redundar en aquelios microorganismos en 

reivindicados se encuentra dernostrada. 

7a, 17a sustituidos y su proceso de producciOn 

de invención, el Sr. Solicitante ha decidido optar por 

lamar en el Capitulo Reivindicatorio Modificado 

preparar II a-hidroxiesteroides 7u-sustituidos 

Reivindicaciones 1 a 10 presentan procedimientos que 

;mos, no enteramente sustentados en ci Capitulo 

solicita elementos probatorios acerca de la efectividad 

s compuestos definidos en las reivindicaciones 

anterior objeción, el Solicitante ha decido lirnitar la 

Licroorganismos que se encuentran efectivarnente 

n ci requisito de soporte en la Descripción y, a su vez, 

)nde la efectividad en la obtenciOn de los compuestos 

Con dicha iimitación se clarifica aün mÆs ci aicance que se pretende proteger, por lo cual, ci Sr. 

Solicitante considera que tambiØn se super i de esta rnanera la observaciOn de claridad elevada por 

ci Examinador. 

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

examen de fondo han sido resueltas y por consiguiente solicito respetuosamente que ci Despacho 

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

patentabilidad (novedad y nivel inventivo) De lo contrario, ruego Se tengan por cumplidos tales 

requisitos y se proceda con la concesiOn de la patente. 

Atentamente, 

J. IAN RAISBECK 
C.C. 79.376.996 de Bogota 
T.P. 135.799 
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CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO 

(Examen de Fondo) 

1. Procedimie to microbiológico para preparar ha-

hidroxiesteroides 7cr- ustittiidos de la formula general 4,B 

A1 

4B 

donde 

R7 es el grupo P-Q, donde 

P es un alquilen -C1-C4 y Q es un hidrógeno, alquilo-C1-

04 a fluoralqui o-C1 -C4 y el grupo P-Q estÆ unido a 

travØs de P con La estructura bÆsica esteroide, 

R1° puede estar en posiciOn a a 3 y ser H, CH3 a CF3, y 

R13 es metilo 0 etilo, 

donde un esteroide 7c sustituido de ha formula general 3,A: 

3,A 

donde R7, R0 y R13 ti nen el mismo significado gue se indicó 

anteriormente, se hidroxila y oxida usando un 

microorganismo, sel ccionado del grupo que comprende 



p 

Glomerella cingulata 

2. Procedimi 

hydroxiesteroides 7a-

4Expediente No: 05-015699 1’ 
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Gnomoriia cinqulata. 

nto microbiológico para preparar ha-

sustituidos de la formula general 4,B 

4,B 

donde 

40
 

R7 es el grupo P-Q, en el cual 

P es un aiquile 0-01-04 y Q es un hidrógeno, aiquilo-

cl-c4 0 fluoralq ilo-C1-04 y el grupo P-Q estÆ unido a 

travØs de P con la estructura bÆsica esteroide, 

R’° puede estar en po ición a o y ser H, CH3 0 CF 
, y 

R13 es metilo o etil 

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

S,A 

donde R7, R’° y R13 ienen el mismo significado que se ha 

indicado anteriormente, 

en tin primer paso d 1 procedimiento microbiológico se hi-

droxila en la posicón ha-, usando un primer microorga-

2 
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seleccionado del grupo que comprende Aspergil 

ochraceus, Glc’merella cingulata y Gnomonia cingulata, 

formÆndose un llc- idroxiesteroide 7c-sustituido de la 

formula general C: 

C 

donde R7, R’° y R’3 tenen los mismos significados indicados 

anteriormente, y el lc-hidroxiesteroide 7cL-sustituido de la 

formula general C que se forma se oxida luego en un segundo 

paso del procedimien o microbiológico utilizando un segundo 

microorganismo, sele cionado de Bacillus sphaericus, con lo 

cual se forma el esteroide 7c-sustituido de la formula 

general 4,B. 

3. Procediminto microbiológico para preparar llcx-

hidroxiesteroides 7a- ustituidos de la fOrmula general 4,B 

donde 

es un grupo P-Q nde 

4B 
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(A 
P es Un alguile Q -C1 -C4 y Q es Un hidrógeno, alquilo 

Cl-C4 0 fluoralq ilo-C1-C4 y el grupo P-Q estÆ unido a 

travØs de P con la estructura bÆsica esteroide, 

R’° puede ser H, CH3 a CF3 , y 

R’3 es metilo 0 etil 

donde el esteroide 7 -sustituido de la formula general D 

[!J 

donde R7, R’° y R’3 ienen el mismo signiticado que se ha 

indicada anteriorment 

se hidraxila usando un microorganismo, seleccionada del 

grupo que comprend Glomerella cingulata 
y 

Gnomonia 

cingula ta. 

4. Procedimi nto microbiolÆgico segün una de las 

reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque, R es CH3. 

5. Procedimi nto microbiológico segdn una de 

10es 

las 

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque, R H. 

6. Procedimi nto microbiolOgico segdn una de las 

reivindicaciones 1 a 
, caracteriza porque, R’3 es CH3. 

4 
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WO 97/21830 PCTIEP96/05729 

MICROBLAL 1lo-HYDROXYLATLON OF STEROIDS 

The present invention relates t a microbial method of I 1c -hydroxylation of steroids 

Microbial I lot-hydroxylation f steroids is a well known process, in vivo as well as in 

vitro. For instance 1 la-hydroxyLati n of progesterone by cell -free preparations of Aspergil/us 

10 ochraceu.c has been reported by Shi ahara et al , Biochini Biophys. Acta, 202 (1970), 112-179 

It has also been known that icrobial I la-hydroxylation reactions of steroids are 

unpredictable, and invariably lead t incomplete transformations. Typically conversion degrees 

of 80-85% are obtained. For indust ial applications it is however of importance to obtain high 

predictable conversion rates, whi h preferablY lead to higher than 95% yields of I ict-

15 hydroxylated steroids, Mathernatica models in the optimization of such fermentation processes 

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

I Ia-hydroxylation of canrenone, D shayes disclosed that under optimum conditions better than 

95% yields could be attained when spergillus ochraceus was used in a medium containing ta. 

10 gIl of glucose in a matrix of mal -extract and trypticase. Under these conditions up to 1.5 g/l 

20 of canrenone could be transformed which was considered to be an improvement in the art, for 

instance as disclosed by Blunt et I., J. Chem Soc., 5 (1971), 1136, who were not able to 

� 
obtain more than 901//0’  yield of 

I
la-hydroxylated canrenone using at the most 0.5 gil of 

substrate, 

25 Since it can be reasoned that contaminations will have a detrimental influence on the 

microbial process, it can be expec ed that further optimizauon could be obtained by increasing 

the purity of the starting material . Surprisingly however, it has now been found that a further 

improvement is obtained by usin 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 

30 vitro transformation of a steroid 1 t its corresponding 1 lu-hydroxy analogue using oxygen and 

a micro-organism selected from Aspegif/i.s ochraceus. Aspergillus iIge!’, Rhi:opus sto/oniftr, 

f’hi:opus n/gr/cans, Rh1Z(pus ari:iis, and strains of Pesie/oi,a, characterized in that a steroid 

having a purity of less than is used. 
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Preferably the micro-organism is Aspergil/us ochraceiis 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 

5 concentrations, which are substantially greater than the maximum concentrations as disclosed 

15 

by Blunt or Deshayes. 

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

position. Preferred examples are estr-4-ene-317-dione and carirenone. 

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

tables: 

Table I 

Conversion of estr-4-ene-3, 1 7-dione by A. ochracws 

purity substrate concentration conversion degree 

(%) (gil) (%) 

99 15 78 

99 10 83 

98 25 85 

94* 15 91 

94* 15 91 

94 
15 94 

25 97 
93 

10 98 
92 

various natural impurities added to pure substrate 
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Table 11 

Conversion of canrenone b4. och,accu.s 

purity substrate concentrati conversion degree 

IN 
5 74 

too 

10 78 

100 20 73 

00 35 72 

96 10 98 

94 15 96 

96 22 96 

95 22 95 

The invention is further illustrated by the following examples. 

PC TIE P96/0572 9 
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EXAMPLES 

Example 1 

PCT/EP96/05729 

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

5 spores of A. ochraceus and placed on a reciprocal shaker at 28 °C for 15 h. A stirred fermentor 

containing 5 I of medium was subsequently inoculated with 250 ml of germinated spore 

suspension. The used medium contained a glucose/yeast extract medium (glucose 40 g/l, yeast 

extract 10 g/L1 pH 5.0). The culture conditio.ns.were as follows Stirrer speed 750 rpm, airflow 

0 2 lIL’m, temp 28 °C Foaming was measured with an antifoam electrode and controlled by 

10 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 to 

induce the synthesis of the hydroxylation enzymes Three hours later higher concentrations of 

steroid 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. 

UR 

Example 2 

In a shake flask the same culture as described in Example I 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 

20 repeatedly no increase in conversion was observed. 
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CLAJMS 

PCT/EP96/05729 

1. A microbial method of in vi ro transformation of a steroid into its corresponding 

hydroxy analogue using oxygen an a micro-organism selected from 4pegiffus oc/irUceus. 

5 Aspergillus niger, Rhi:opus stoloni el’, J?171:opus mgriccrns. I?hi:opus arrin:us, and strains of 

Pesrelotia, characterized in that a si mid having a purity of less than 97% is used 

10 

2 The method according to claim I, wherein the micro-organism is Aspergilfus 

ochracens. 

3. The method according to ctaim I or 2, wherein the purity of the steroid is between 90 

and 95%. 

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

15 greater than 0.5 gIl is used. 

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

estr-4-ene-3, 1 7-dione and canrenoe, 
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INFERNATIONAI. SEARCH REPORT -WApplication No 

PCT/EP 96/05729 
A. CI ASSIE[CATION OF SUBJEcT MAtTER 
IPC 6 C12P33/10 

According to International Patent Cla.ctif,cation ([PC) or to both national clatsificatton and IPC 

B. FIFL[)S SEARCF{F.F) 

Mirumurn doCUtflenlataon searched (cia icatmrs system followed by classification symbols) 
IPC 6 C12P 

Documentation searched other than rnjrijmum document,00n to the extent that such documents are included in the fields starched 

Electronic data hate corssl.iJtcd during the interrtatiortai search (name of data base and, where practical, search terms used) 

C. DOCUMENTS CUNSIL)ERE[) TO BE RELEVANT  

Category Citation of document, with indication, where appropriate, of  the relevant passages Relevant to claim No. 

V US 3 294 645 A (SMITH, LELAND LEROY ET AL) 1,2,5 
27 December 1966 
see claims 

V BULL. SOC. CHIM. FR. (1980), (1-2. PT. 2), 1,2,5 
24-34 CODEN: BSCFAS;ISSN: 0037-8968, 
1980, XP002029426 

DESHAYES, CHRISTIAN M. P.: ’Use of 
mathematical models for optimization in 
fermentation. Applications to 
transformations by microorganisms" 
cited in the application 
see page 31 
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[J Further documents arc listed in the continuation of hoe C. Patent (CaTtily members are fisted in annca. 

Special casegorics of cited documents: 
T later document published after the international filing date 

or pnorlty date and not in conflict with the application but 
’A doewnent defining the general state of the art which is not cited to understand the principle or theory underlying the 

considered to be 01 particular relevance invention 
’E earlier document but published on or after the international X document ofparticular relevance; the claimed invention 

filing date cannot be considered novel or cannot be conndered to 
L document Which may throw doubts on priority claim(s) or involve an inventive step when the document in taken alone 

which it cited to cet,abBth the publication date of another document of particular relevance; the claimed invention 
citation or other special reason at specified) cannot be considered to involve an inventive step when the 

’O document referring to an oral disclosure, use, exhibition or document is combined with one or more other such docu-
other means inenta, such combination being obvious to a person sltillcd 

�P’ document published prior to the inlemational filing date but in the art. 
later than the priority date claimed & document member of the same patent faintly 

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report 

29. 04. 97
 21 April 1997 

Name and mailing addrec, of the ISA Authorized officer 
European Patent Office P.R. 591 A Patcnidaan 2 
NI, 

- 220 l-IV RljsWllk 
tel, 
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31 .70) 340-3040, Tn, 31 651 eio ru. Del anghe, L Fax: (+ 31-70) 34.0-3016 
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DIRECCION 

2020 
Bogota, D.C., 

Abogado 
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(Apoderado) 

ASUNTO 

IA DE INDUSTRIA Y COMERCIO 
DE NUEVAS CREACIONES 

RacicaciÆn 05-15699 
Traifnite 002 
Evnto 001 
ActjaciOn 430 
Ofiio  
Folios 04  

Patente de Invención 

Via Nacional 

Via POT (fase nacional) 

No. Sol. Internacional 
Fecha de Presentaciôn Internal, 

Como resultado del examen de 
la Decision 486 de la ComisiOn 

1. Documentos estudiados 

Patente de Modelo de Utilidad 

Cap.l Cap. II 

PCT/EP2003/0081 11 
24 de julio de 2003 

ondo, realizado con fundamento en el artIculo 45 de 
de la Comunidad Andina, se le comunica: 

Descripción: Folic1s: 49 a 94 

Reivindicaciones: Folics: 95 a 106 

Folicts: 208 a 213 

Folics: 293 a 296 

Priorjdad: Folic: 1 
Feca: 24/07/2002 
Pal : GE 
Nünero 10233723.3 

Rta. Del Solicitante: Folks: 291 a 292 

coma se radicó inicialmente 

como se radicO inicialmente 
coma se modificO en fase 

internacional. 
como se modificó el 25/03/10. 

coma se radicó el 25/03/2010. 



2. Objeto de la invención 

� TItulo de la solicitud (folio I): "Procedimientos microbiologicos para preparar 
IIQ-hidroxiesteroides 7a-ustituidos". 

� La presente solicitud se refiere a procedimientos microbiológicos para 
preparar 11 a-hidroxiesterides 7a-sustituidos, a 11 0-halogenosteroides  7a, 
17- a-sustituidos que se peden obtener de aquellos, a procedimientos para 
la preparación de estos ültimos compuestos y a su uso, asI como las 
composiciones farmacØutcas que contienen estos compuestos. 

� El problema planteado ei esta solicitud es la necesidad de encontrar un .�
 

procedimiento que faciliteel acceso a los prod uctos precursores derivados de 
testosterona que no sean sensibles a una reducción con 5a-reductasa. 

� Para solucionar este prolema tØcnico la solicitud en estudio proporciona 
procedimientos microbioogicos para preparar 11a- hid roxiesteroides 7a-
sustituidos. I 

n 

La Clasjficaciön InternacinaI de Patentes (IPC)es: Cl2P 33/10, A61K31/56, 
A61P15/16. 

3. Determinación del Estado de la TØcnica 

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

Fecha de presentación de la solicitud prioritaria: 24 de julio de 2002. 

Teniendo en cuenta la fecho indicada Se realizó  la büsqueda en el estado de la 
tØcnica de documentos rlacionados con la solicitud encontrÆndose los 
siguientes documentos mâs relevantes: 

1 
NO Documento Titulo FechadepubIicaifl* 

W09721830 Microbial iici-hydroxylatkn of 19 de junio de 1997 steroids I 

4. AnÆlisis de patentabiIidac (artIculo 14 D486) 

N ivel inventivo (articulo 18 J486) 

� La reivindicación 1, y sus dependientes divulgan procedimientos 
microbiológicos para prparar 11 a-hidroxiesteroides 7a-sustituidos a partir de 
la formula 3,A mecIiante hidroxilaciOn y oxidación mediante un 
microorganismo como cIomerei!a c/n gulata y Gnomonia cingulata. 



� La reivindicaciôn 2 y 
microbiológicos para  la pr 
a partir de compuestos dE 
organismo seleccionado 
c/n gulata y Gnomonia ci 
obtenido de esta maner 
segundo paso, mediante 

sus dependientes, divulgan procedimientos 
paraciOn de compuestos de formula 4,B en el que 
la formula 3,A se hidroxila por medio de un primer 
itre los grupos Aspergillus ochraceous, Glomerella 
gulata. El producto intermedio de la formula C 
es oxidado para obtener el producto 4,13 en un 
1 empleo de Bacillus sphaericus. 

� La reivindicación 3y sus dependientes divulgan procedimientos 
microbiologicos para preparar lia-hidroxiesteroides 7a-sustituidos a partir de 
la fOrmula D mediante idroxilaciOn mediante un microorganismo como 
Glomerella cingulata y G,omonia c/n gulata. 

El documento del Estado do la TØcnica mÆs prOximo es Dl (ver folios que 
. ensena la 11 a-hydroxilción de esteroides, por preparaciones de 

microorganismos  tales como Aspergillus ochraceus 

La Unica diferencia con DI s que la solicitud menciona ademÆs la oxidaciOn 
simultÆnea del esteroide (reiindicaciones 1 dependientes) a la incorporación de 
dos microorganismos, pra realizar, dicho. proceso en dos etapas 
(reivindicaciones 2 y dependentes). 

Con respecto a las reivindicaciones 3 y dependientes, el proceso microbiolOgico 
se centra en la hidroxilackn del esteroide con la Unica diferencia de los 
microorganismos empleado. 

Dada que ía caracteristic 
hidroxilación del esteroide d 
estas diferencias no pose 
documento del estado de la 
del esteroide par parte de 

ID media versado en ía materi 

tØcnica esencial de la solicitud es la 11 a - 
rivado de testosterona a partir de microorganismos, 
n un efecto tØcnico inesperado a la Iuz de el 
cnica Dl por cuanto la oxidaciOn en la posiciOn 17 

Ds microorganismos es evidente para un tØcnico 

El problema tØcnico planteacIo en esta solicitud que era el de encontrar derivados 
de testosterona que no sen sensibles a una reducción con 5 a reductasa y 
fÆciles de preparar se 

hab 
ia resuelto previamente mediante el mismo tipo de 

procesos microbiolOgicos yo conocidos. 

De esta forma se establec 
requisito de Nivel Inventivo, 

5. Conclusion: 

que las reivindicaciones I a 6 no cumplen con el 

Los requisitos de patentabiIidac de la presente solicitud se encuentran afectados as!-. 

No Documento N° Reivindicaciones Requisito que 
afectall afectadas 

[p1jIw097218LL 1-6 NiveHnventivo ___ 
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En cumplimiento del artIculo 45 d 
Andina, se le indica que debe dar 
a partir de la fecha de notificació 
respuesta al presente requerimi( 
impedimentos para la concesión 

aD4_ 
Ia Decision 486 de la ComisiÆn de la Comunidad 

respuesta dentro del tØrmino de 60 dias contados 
de la presente comunicaciOn. En caso de no dar 

nto, 0 si a pesar de la respuesta subsistieran los 
se,denegarÆ la patente. 

Notifiquese el presente oflcio confo.rmea Ic dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del 
capitulo quinto del titulo primero ie la Circular Cinica NO 10 de 2001. 

ALIX CARMENZI5/CESPEDES EE VERGEL 
Directora de Nu4as Creaciones(C) 

El anterior requerimiento 

CONCEPTO TECNICO 
No. 2350 

notificado por fijación en lista, de fecha 

23JUL. zj 

EXAMINADOR TECNICO 
Codigo No. 202089 


