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PRIORIDAD: DK PA 2002 01201 (12/08/2002)
US 60/403,088 (12/08/2002)

SOLICITANTE: H. LUNDBECK A/S

APODERADO: EMILIO FERRERO

TRAMITE: SUSTENTACION DE OPOSICION

JOSE LUIS REYES VILLAMIZAR, identificado como aparece al pie de mi firma,
reconocido apoderado del opositor en el tramite de la referencia, estando dentro

de los términos de la prorroga solicitada, por medio del presente escrito me
permito ratificar y sustentar los argumentos del escrito de oposicion, también
radicado dentro del plazo de ley ante esa entidad.

I. RATIFICACION

Reitero a su Despacho la solicitud de negar el beneficio patentario para la totalidad

de las reivindicaciones contenidas en el expediente en referencia, por los

argumentos que fueron expuestos en el escrito de oposicion del 28 de Noviembre
de 2006. En efecto, es evidente que en el estado del arte ya se encontraban
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algunas solicitudes de patente que proporcionan métodos o0 procesos para obtener
Citalopram como mezcla racémica o sus correspondientes enantibmeros, los
cuales hacen uso de intermediarios comunes a los que se presentan en la solicitud
colombiana en tramite, y que demuestran la ausencia de nivel inventito de ésta
ultima.

Por ejemplo, la solicitud en curso se refiere a un método para la preparacion de
intermedios diol de férmula (II) o de formula (IV) Utiles para la preparacion de
Escitalopram que involucra la acilacién o desacilacion enzimatica selectiva.
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Para 1889, Ila patente europea EP 0 347 066 A1 "NEW ENANTIOMERS AND
THEIR ISOLATION" revelaba los dos nuevos enantibmeros del famaco
antidepresivo 1-(3-dimetilaminopropil})-1-(4-fluorofenil)-1,3-dihidroisobenzofuran-5-
carbonitrilo (citalopram) y demostraba ademas, que es posible resolver el
intermediario  4-(4-dimetilamino)-1-{4-flourofenil)-1-(hidroxibutil) -3-{(hidroxi
metilbenzonitrilo, de férmula (i} en sus enantiomeros y finalmente por via
estereoselectiva convertir estos enantibmeros a los comrespondientes
enantiomeros de Citalopram.
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Como vemos, en las dos solicitudes se usa el mismo compuesto de tipo diol

(compuesto de férmula Il colombiano y compuesto Il de la EP 0 347 066 A1)
como intermediario en la obtencién de Citalopram.
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Adicionalmente, y si se tiene en cuenta el esquema de reacciéon consignado en la
EP 0 347 066 A1 tantas veces mencionado, y si se hace una comparacion entre
los dos procesos tenemos que en ambos casos la reaccion tiene el mismo material
de partida (Compuesto de formula (I —diol R ¢ S), el cual es sometido a acilacidn,
se obtiene un éster labil del mismo y posteriormente en condiciones basicas se
logra el cierre de anillo y en consecuencia se obtiene Citalompram (+) 6 (-) para la
EP y S-Citalopram para la Solicitud Colombiana. '
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De otro lado, en 1999 la publicacién internacional WO 99/30548 “METHOD FOR
THE PREPARATION OF CITALOPRAM", revelaba y como su nombre lo dice, un
método para la preparacion de Citalopram como se describe a continuacién:

(¥ ]



In 4 prefermed embasiinient of tlw: invention the intenidiate ol Formula 1V is prepared hy
ring < hsuee of the comesponding compound of Formula Vi
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Ring closure of the compound of Formula ¥1 may be effeeted by an acid or via a labtle ester
with a buse, Acidic nng closure iz performed by an inorpanic acid. such as a sulfuric or
phosphoric aeid. or an organic acid, such as methylsulfonic, p-toluencsulfonic o1 trifluoro-
acetic acid, The boasic ring closure 15 nerformed vig a labile ester, sucly ax the wethanwe
sultonyl. p-1olucnc sulfonyl, 1U-comphersutionyl, trifluoroacetyl or triflumomcthanesulfonyl
eiter wilh akbition of a base, such as wricthyl amine. dimethylaniline, pyridine, etc. ‘The
reaction 1s paeformed in an incnt solvent, preferably with cooling. in particular abow © *C and
is preforably carried out by 2 enc-pot procedure, i.c. with esierificmion aml szimullaneous
addition ol 1ke hase. Acfore further reaction the inlenediate of Formula VI may be separated
iy its enanbiomers, diereby obluining the enantiomer giving S-citalopram.

Al comparar lo expuesto con la materia que revela la solicitud colombiana en
tramite, la cual, se reitera, describe que la preparacion de Escitalopram
comprende la reaccién del enantiémero S de un diol de férmula (lis} y el

posterior cierre del anillo en_condiciones basicas del enantiomero S de
formula (lis) o un derivado de éster lébil de mismo, tenemos que en ambos
documentos el método de preparacién de S-Citalopram es muy similar, en tanto
uno y otro emplean los mismos compuestos o intermediarios —tipo diol-, y que la
Unica diferencia que en gracia de discusién existirla entre ellos seria Ia forma de
obtener la resolucién dptica del compuesto racémico, diferencia que en caso de
existir no resultaria lo suficientemente relevante como fundamento de Novedad ni
mucho menos de Nivel inventivo.

Il. COMPLEMENTO DE INFORMACION

e La publicacién intemacional WO 00/12044 “METHOD FOR THE PREPARATION
OF CITALOPRAM", publicada el 9 de marzo del 2000, revela como su nombre lo
dice, un método para la preparacion de citalopram que comprende:
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En el capitulo reivindicatorio se describe de manera detallada la obtencién de
distintos intermediarios que intervienen en la sintesis de dicho compuesto
antidepresivo, y particulamente (reivindicacién 6) se puede observar que en este
método se usan también compuestos de tipo R-diol (Compuesto de formula 111}
que, a través de una serie de pasos permite la obtencién de Citalopram, tal como
se pretende en la solicitud de patente colombiana en tramite.

Veamos con mas detalle lo revelado en la parte descriptiva de la anterioridad
mencionada:
Acconding (o the third method for preparing the compound of Formula IV, one of the

enmntiomers of the compound of Formule 1M, i.c. the R-cnantiomer, is subjucted to protection
and dehydration to give the compoand of Formula VIL, which is nxidised 10 give the ketone

of Formula IV.
CN CN oN
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In this way, the R-cnantiomer of Formula IIT mey be used in the preparation of rucemic
citalopram.

Luego, el compuesto de formula IV reacciona con 3-(N,N-dimetilamino)-propil
haluro de magnesio para pemitir la ciclacion de la molécula y permite asl
obtener Citalopram:
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Como se observa, el método propuesto sefiala que se obtiene Citalopram
mezcla racémica, sin embargo, en |a pagina 5 de la parte descriptiva se afirna

que:

The active S-enmmfiomcr of citalopram may be preparcd from the compound of Formula IH
by separation of the S-cnentiomer and the R-enantiomer followed by ring closure of the S-

cnantiomer as described in US Patent No 4,943,590, The R-cnantiomer of the compound of
Formula II1 hus previously not been used afler separation.

Lo anterior significa que, a pesar de que el proceso descrito en la anterioridad no
permite conseguir de manera directa el enantiomero S de Citalopram, este
puede ser obtenido usando el compuesto de férmuia (ii (diol), separando los
enantiomeros y cerrando el anillo tal como es divulgado en la patente
americana referenciada.

Ahora bien, si se compara lo anteriormente expuesto con lo revelado en la
solicitud colombiana en tramite tenemos algunas similitudes importantes:

e En ambos casos se hace uso del miamo compuesto intermediario como es
un enantidmero de un diol; para la solicitud colombiana es el compuesto de
férmula (lis); para la publicacion internacional es el compuesto de férmula (11D,

e En ambos casos se puede obtener S-Citalopram luego del cierre del anillo
en condiciones basicas.

De igual manera, es importante admitir que existen unas ligeras diferencias entre

los procesos, a saber, el namero de pasos o de etapas y el origen del compuesto
de tipo diol; mientras que el intermediario diol de la publicacion intemacional WO
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00/12044 se obtiene luego de una serie de reacciones de Grignard (ver a su vez
US 4,650,844 y US 4,943,590), el intermediario diol de la solicitud colombiana en
tramite se obtiene mediante el uso de enzimas inmovilizadas conocidas en el
estado de arte y Utiles en la sintesis de compuestos 6ptimamente puros.

En consecuencia, lo anteriormente discutido y en unidn a lo que se expresara en
el siguienie punto, demuestra una vez mas la falta de nivel inventivo que
envuelve a la solicitud colombiana en tramite.

Otro aspecto que es imporiante resaltar es el relacionado con el uso de enzimas
inmovilizadas en la sintesis de compuestos; como se observa, en las
reivindicaciones 51 a 53 de la solicitud colombiana en tramite se revela que la
acilacion o desacilacién enzimatica se lieva a cabo con una hidrolasa en forma
de una enzima inmovilizada, cristalizada y reticulada, donde la hidrolasa puede
ser una lipasa, una estearasa, una acilasa o una proteasa.

En este punto es necesario destacar que, y segun Miguel Arroyo':

Actualmente el método méds novedoso de cross-linking consiste en la eristalizacion de enzimas v
st posterior reticulado con glutaraldehido (Cross-Linked Enzyme Crystals o CLECs). EY aumiento de
estabitidad se basa en la obtencién de un eatramado cristalino. donde las meléeulas de enzima estin
radeadas exclusivamente por otras moléculas de proteina. De esta manera la propia enzimi actida conm
suporie, v su estructura lerciaria estd estabilizada por Jas uniones covalenes imermoleculanes. La
estructura cristaling posee canales microscdpicos (20-50A) que permiten ¢l paso de sustratos hasta ¢l
centro active Je Ja enzima donde se cataliza la reaccidn. Estos cristales pueden soportar lemperaturas
elevadas v pH extremos. asi como la accién de las proteasas. Esta tecnologia se ha aplicade a enzimas
muy diferentes (8). las cuales se han utilizado en la oblencidn de compuestos enatioméricamente puros
v en la simesis de péptidos.

La Indusiria Farmacéutica trabaja con moléculas libiles. y en muchos casos con molévulas quirales.

El empleo de enzimas inmovilizadas es una altemativa seria 2 |a sintesis guimica en pasos clave, donde
no convienc trabajar 4 temperaturas altas o se requiere una elevada especificidad de sustrato. Los
enzimas son unos reactivos guirales estrictos, es decir. biocatalizadores con una estructura tridimensional
asimétrica definida que permiten la obtencidn de productos de sran pureza dptica. Se traia de una
ventaja fundamental cuando las replamentaciones exigen la sintesis de compuestos dpticamente puros.,
vl sean fanmacos. hormonas o antibidticos.

' Ars Pharmaceutica, 39:2; 23-38, 1998. “Inmovilizacidn de enzimas. Fundamentos, métodos y
aplicaciones. Dr Miguel Arroyo. Departamento de Bioquimica y Biologla Molecular | Facultad de
Ciencias Bioldgicas. Universidad Complutense de Madrid.
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De igual manera, en dicho texto se demuestra que las enzimas inmovilizadas
son de gran utilidad por ejemplo, en la obtencién de antibiticos p-lactamicos y
en la obtencion de famacos optimamente puros como se designa a
continuacion:

La actividad bioldgica. lu toxicidad. la distribucion y el metabolisi de un firmaco dependen en
eran medida de su estercoquimica (23). Hay muchos ejemplos que ilustran el diferente comportamicnto
farmucoldgico de fos enantiomerns de una mezcla racémica. En alpunes casos. un enantivmero presenta
actividad mientras gue el ofro no tiene electo farmacoldgico: une es wixico lrente al otro Gue demuestea
ser seguro v activo: ¢ incluso hay casos en los que uno es agonista frente al otro gue se comporta
como antagonista (2:4). A pesar de tedo. la mayoria de estos fdrmacos se han vendido como meazclas
racémicas hasta hace poco al no existir una normativa clara al respecto. ni méuwdos ccondmicos para
realizar by separacion de enantiomeros. La Industria Farmacéutica ha empezado a superar este tiltimo
problema introduciendy méiodos enzimticos en la obtencidn de farmacos opticamente puros (25). Un
cjemplo es el empleo de lipasas microbianas inmovilizadas (26) en la obtencion de antiinflamatorios
no esteroidicos {Figura 7). El isémern § de estos deidos (ibuprofena. naproxeno o ketoprofens) es el
yue posee actividad terupéutica. ¥ también se ha obtenido con una gran purcza dptica empleando
cristales reticulados de lipasa de Candida rugosa (CLEC-CR®) (27).

Como se observa, por lo menos desde 1988 ya se hacla evidente el empleo de
enzimas inmovilizadas o reticuladas en la obtencién de farmacos éptimamente
puros -en este caso particular, en la obtencion del isémero S de AINES-, ahora,
en el método o procedimiento utilizado en la solicitud colombiana 05-021-991 en
tramite y para efectos comparativos se pretende lo mismo, la obtencion de
intermediarios 6ptimaments puros Uutiles en la sintesis de Escitalopram; esto y
sin discusion alguna, demuestra nuevamente la falta de nivel inventivo que
envuelve la solicitud colombiana en tramite.

« De otro lado, la utflizacién de la lipoproteina lipasa B obtenida de Thermomyces
lanuginosus (Lypozyme™ TLIM y Novozyme® 435) o de Candida Antartica para
acilacion o desacilacion tal como se describe en la solicitud Colombiana en
tramite y que se menciona explicitamente en las reivindicaciones 54 a 65, es
comun en diversos procesos de sintesis y obtencién de compuestos opticamente
puros, como se muestra en los siguientes abstracts de publicaciones de caracter
cientifico:

A. Nathan K. Yee,* Laurence J. Nummy, Denis P. Byme, Lana L. Smith, and
Gregory P. Roth. "Practical synthesis of an enantiomerically pure trans-4,5-
disubstituted 2-pyrrolidinone via enzymatic resolution. Preparation of the LTB4
inhibitor BIRZ-227. J. Org. Chem. 63 (2), 326-330 1998.

Abstract

e



A practical synthesis of the enantiomerically pure BIRZ-227 (1), a LTB4 inhibitor,
has been developed. The key steps include the effeclive synthesis of the frans-

diarylpyrrolidinone (+/-)8 and the enzymatic resolution of N-acetoxymethyl
pyrrolidinone (+/-)-10 by immaobilized Lipase Novozym 435. Reduction of
pyrrolidinone (+)-8 with borane and subsequent coupling with chlorobenzoxazole 2
furnished BIRZ-227 in high enantiomeric purity (99%). The overall process described
herein required no chromatographic separation and is amenabile to the preparation of
multikilogram quantities of the desired drug candidate in a cost-effective manner.

Bruno Daniefi,*,f Monica Luisetti,f Sabine Steurer,f Astrid Michelitsch,i
Wemer Llkussar,f Serglo Riva,§Josef Reiner,® and Manfred Schubert-
Zsilavecz*, “Application of lipase-catalyzed regioselective esterification in the
preparation of digitonin derivatives”; J. Nat. Prod 1999, 62, 670-673:

Abstract

The oligosaccharide chain of the monodesmosidic haemolytic saponin digitonin (1)
undargoes an efficient and regioselective acylation in organic solvent by use

of Novozym 435 {lipase B from Candida Antarctica supported on acrylic resin)
in the presence of an activated ester. With vinyl acetate, acetylation occurs at C-6

OH of glucose(ll) and C-4 OH of xylose to afford the previously unreported diacetyl
derivative 2 and the monoacetyl derivatives 3 and 4. With vinyl laurate only the
monolauryl derivative 5 is formed. The structures of these acylated digitonins have
been established using modem 2D NMR techniques, which allowed complete
assighments of all proton resonances. The hemolytic activity of derivatives 2-5 is
significantly reduced compared to that of digitonin.

Xifu Liang and Mikael Bols. “Chemoenzymatic synthesis of enantiopure 1-
azafagomine” J. Org. Chem. 1999, 64, 8485-8488:

A _new chemoenzymatic synthesis of both enantiomeric forms of the
lycosidase inhibitor 1-azafagomine {1) is reported. The synthesis starts from the

achiral starting materials pentadienol and methylurazol with the key steps being a

hetero-Diels-Alder reaction followed by a lipase R/Novozym 435-catalyzed
enantioselective esterification af the Diels-Alder adduct.

Kirpal S. Bisht,f.,§ Richard A. Gross,".t and David L. Kaplan. “ENZYME-
MEDIATED REGIOSELECTIVE ACYLATIONS OF SOPHOROLIPIDS” J. Org.
Chem. 1999, 64, 780-789.

Enzymatic synthesis of well-defined sophorolipid analogues for evaluation of their
bioactivities and as new building blocks for the preparation of glycolipid-based
amphiphilic polymers is described. Lipase Novozym 435 from Candida Antarctica

has been shown to be an efficlent catalyst for acylation of sophorolipids
esters. A mixture of sophorolipids produced by Torulopsis bombicola was esterified

by reaction with sodium alcoxide. The alkyl esters of sophorose lipids were
subjected to Novozym 435 catalyzed acylation in dry tetrahydrofuran (THF) with
vinyl acrylate and vinyl acetate to diacyl derivatives. The reactions were highly
regioselective, and exclusive acylation of the hydroxyl groups on C-6' and C-8" took
place. Methyl ester in the absence of the acylating agent, or with the agent at a
concentration less than equimolar, gave sopharolactone (9). Careful analysis of the
spectral data revealed it to be a synthetic analogue of microbially produced
macrolactone. Sophorolactone (9) differs in the site at which the sophorose ring is
attached to the fatty acid. Specifically, in 9, unlike the natural sophorolipids, the fatty
acid carboxyl carbon is linked to the C-8" hydroxyl, not to the C-4" hydroxyl.
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Subsequent acrylation of 9 catalyzed by Novozym 435 led to the formation of the C-
6’ monoacryl derivative linked only to the primary site.

Por lo expuesto anteriormente reitero la peticion de declarar fundada la presente
oposicién, de negar en consecuencia el privilegio solicitado, y de ordenar el
archivo del expediente respectivo.

lll. PRUEBAS

Ruego que se tengan como tales, sin perjuicio de que el Despacho considere
oficiosamente, las siguientes:

¢ Publicacién internacional WO 00/12044 "METHOD FOR THE PREPARATION
OF CITALOPRAM", publicada el 9 de marzo del 2000, paginas 5, 6, capitulo
reinvindicatorio paginas 14 a 17.

e Ars Phammaceutica, 39:2; 23-39, 1998. ‘“Inmovilizaci5n de enzimas.
Fundamentos, métodos y aplicaciones. Dr. Migue! Arroyo. Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular | Facultad de Ciencias Bioldgicas. Universidad
Complutense de Madrid. Paginas 7, 12y 13.

o Abstract - Nathan K. Yee,* Laurence J. Nummy, Denis P. Byrne, Lana L. Smith,
and Gregory P. Roth. “Practical synthesis of an enantiomerically pure trans-4,5-
disubstituted 2-pyrrolidinone via enzymatic resolution. Preparation of the LTB4
inhibitor BIRZ-227. J. Org. Chem. 63 (2), 326-330 1998.

e Abstract - Bruno Danieli,* Monica Luisetti, Sabine Steurer, Astrid Michelitsch,
Wemer Likussar, Sergio Riva, Josef Reiner, and Manfred Schubert-Zsilavecz*,
“Application of lipase-catalyzed regioselective esterification in the preparation of
digitonin derivatives™; J. Nat. Prod 1999, 62, 670-673.

s Abstract - Xifu Liang and Mikael Bols. “Chemoenzymatic synthesis of
enantiopure 1-azafagomine® J. Org. Chem. 1999, 64, 8485-8488.
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» Abstract - Kipal S. Bisht,1,§ Richard A. Gross,*,t and David L. Kaplan.
“ENZYME-MEDIATED REGIOSELECTIVE ACYLATIONS OF
SOPHOROLIPIDS” J. Org. Chem. 1999, 64, 780-789.

Seior Superintend

C.C. 79.152.473 de Usaquén
T.P.A. 44.655de C.S.J.
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(54) Tith: METHOD FOR THE PRHPARATION OF CITALOPRAM
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{57} Abstract

A method for tho prepamiion uf cialoprm comprising reaction of & compound of Formula (1V), wheretn R Is €4 alkyl, ucyl, Ciga
nikylsulfonyl or arylsulfonyl, with 3-{N,N-dimethylaming)-propy] magneshum halide, to prepare citalopram.
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followed by an oxidation to afford the compounds of Formula IV, wherein R is C,, alkyl,
acyl, C, , alkylsulfonyi or arylsulfonyl.

The oxidation of the compounds of Fc;nnula V, may be performed by any convenient
oxidation agent, preferably performed by Na,WO,.

The starting material of the compound of Formula VI may be prepared as described in
International Patent Application No. PCT/DK97/00511.

Another method for preparing the compounds of Formula IV includes the reaction of 5-
cyanophthalide with  4-fluorophenylmagnesiumhalide, preferably  4-fluorophenyl-
magnesiumbromide followed by the reaction with R-X, wherein R is as defined above and X
is a leaving group, prefersbly R-X is pivaloylchloride, 3,5-dimethoxybenzoylchloride,
methyliodide, ethylbromide, tosylchloride, Me,SO, or MeSO,CL.

The reaction is illustrated below:

The starting material, 5-cyanophthalide, may be prepared as described in Tirouflet, J.;
Bull.Soc.Sci. Bretagne 26, 1959,35.

According 10 the third method for preparing the compound of Formula IV, one of the
enantiomers of the compound of Formula IIl, i.e. the R-cnantiomer, is subjected to protection
and dehydration to give the compound of Formula VII, which is oxidised to give the ketone
of Formula IV.
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In this way, the R-enantiomer of Formula ITI may be used in the preparation of racemic
citalopram.

The oxidative cleavage of the compound of Formula VII is cffected by oxidation, preferably
performed by MnO," (pcrmanganates), or ozone, RuCl,, OsO,.

Citalopram is on thc market as an antidepressant drug in the form of thc racemate. However,
in the near future the active S-enantiomer of citalopram is also going to be introduced to the
market.

The active S-cnantiomer of citalopram may be preparcd from the compound of Formula IIT
by separation of the S-enantiomer and the R-enantiomer followed by ring closure of the S-
enantiorner as described in US Patent No 4,943,590. The R-enantiomer of the compound of
Formmla ITT has previously not been used afler separation.

Purthermore, according to a further aspect of the invention, after conversion of the R-
enantiomer of Formula III to the non-optically active compound of Formula IV, the raccmic
compound of Formula 1} may be prepared as illustrated befow:

N
D [} N,
F v vix . m

The racemic compound of Formula ITT may be separated into the optically active enantiomers
by the procedure described in US Patent No 4,943,590 thercby obtaining the S-enantiomer of
the compound of Formula IIl, which is used in the preparation of S-citalopram. The R-
enantiomer of the compound of Forruta IT1 can be recycled onee more in the process cycle
described above.

In thiz way, the R-enantiomer of Formula III may be converted to S-citalopram.
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CLAIMS

1. A method for the preparation of citalopram comprising reaction of a compound of
Formula IV

CN

O
~"

5 F

wherein R is C, , alkyl, acyl, C, , alkylsulfonyl or arylsulfonyl, with 3-(N,N-dimethylamino)-
propyl magnesium halide, preferably 3-(N,N-dimethylamino)propyl magnesium chloride to

>
¢

which is isolated as the base or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

Formula IV

NC

Formula I

2. The method of Claim 1 characterised in that the intermediaie of Formula IV is prepared
by oxidation of the corresponding compound of Formula V:
15

CN

wherein R is as defined in Claim 1.

AN
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3. The method of Claim 2 characterised in that the compound of Formula V is prepared by

protection of the hydroxymethylaicohol of (4-cyano-2-hydroxymethylphenyl)(4-
fluorophenyl)methanol of Formula V1:

4. The method of Claim 1 characterised in that the intermediate of Formula IV is prepared

hy oxidative cleavage of the corresponding compound of Formula VII:
10

N
(1}
I
™ N
F Formula VII
wherein R is a8 defined in Claim 1.

15 5. The method of Claim 4 characterised in that the oxidative cleavage of the compound of
Formula VII is effected by oxidation preferably performed by MnO,” (penmanganates), or
ozone, RuCl,, Os0,.

6. The method of any of the Claims 4 - 5 chamacterised in that the intermediate alkene of

20 Formula VII is prepared by protection and dehydration of the corresponding compoundd of
Formula ITI:
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|
HO N\
F Formula IXX

wherein the compound of Formula I1I is the R-enantiomer.

7. The method of Claim 1 characteriged in that the intermediate of Formula IV is prepared
5 by the reaction of 5-cyanophthalide with 4-fluorophenylmagnesiumhalidc, preferably 4-
fluorophenylmagnesiumbromide followed by the reaction with R-X to prepare the ketone
compound of Formula IV, wherein R is a8 defined in Claim 1 and X is a leaving group,
profersbly R-X is pivaloylchloride, 3,5-dimethoxybenzoylchloride, methyliodide,
ethylbromide, tosylchloride, Me,SO, or MeSO,CL
10
8. The method for the preparation of the racemic compound of Formula INT comprising the
steps of

a) dcprotecting a compound of Formula IV
CN

L
o
13 F
whercin R is as defined in Claim |

Formula IV

b) reacting the resulting compound of Formuia VI

17

. 5’\'\
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(3
F Formula YIII

with 3-(N,N-dimethylamino)propyl magnesium halide, preferably 3-(N.N-dimethyl-
amino)propyl magnesium chioride to prepare the racemic compound of Formula III

9. The method of any of the Claims | — 8 wherein R is acyl, preferably pivaloyl, acetyl or
opticnally substituted benzoyl.

10 10. A compound of Formula IV:

\ /)

(-
F Formula IV

wherein R is is C,, alkyl, acyl, C, ; alkylsulfonyl or arylsulfonyl, preferably pivaloyl, acetyl
or optionaily substituied benzoyl.

15 11. An sntidepressant pharmaceutical composition comprising citalopram manufactured by
the process of any of the Claims 1 - 9.

12. Use of an intermediate of Claim 10 for the preparstion of citalopram or S-citalopram,
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Inmovilizacién de enzimas.
Fundamentos, métodos y aplicaciones

Inmobilized enzymes: Theory, mcthods of study and applications

Dr. MigueL ARROYO
Doparinmento do Bioquimica y Biologla Molocular | Facultad de Cioneiax BiolGgicns
Universidad Complutonse de Madrid 28040 Madrid
Tino: 3-1-39441 50 Fax: -1-1944672 e-muil: arroyof@isolea quini.ucm.cs

RESUMEN
Ln inmovilizacién de enzimas permite une mejorn significativa de ru oatabilidad. lo quo hace posible su empleo
on la produccidn indusirial de producios quimicos, farmaceilticos, alimentos; en cl iratamicnia de rexiduos: cn ol
dingndstico y tratamiento de enfermedaden, y otras muchas aplicacionca, En este revigidn se analizan los diforontex
métodon de inmovilimacidn do enzimas, y el efecto sobro las propiodudos catalfticas y 1a estabilidnd de lox bincatalizadores
obtomidos.
Palabrus elave: Inmovilizmcitn de enzimas. Estabilidad de cnzimas.

ABSTRACT
Immobilization of enzymes can dramatically impeove Lheir stability. and tho biocatalysts available for the industrial
production of chemicals, drugs and foods; wasie treaiment; clinical analyses and discase trentment and many other
applications. In this roview, difforont methods of immobilization of enzymes and tho effect vn coinlytic properiics ami
tho stobility of biocatnlysis are considered.
Key words: Fnzyme immobilitmion. Enzyme sability.

INTRODUCCION

En los Gltimos afios, la biotecnologla ha experimentado grandes avances y, pargslclamente sus
aplicaciones industriales en la obtencién dec productos qufmicos. en la industria alimentaria y furma-
ccéutica. Los procesos catalizados por cnzimas ¢n la industria son cada dia mis numerosos. va guc
prcscntan una scrie de ventajas frente a los catalizadores convencionales no bioldgicos:

Presentsan una gran actividad catalftica;
Mucstran una gran cspecificidad de sustrato (incluso estercosclectividad y regioespecificidad):
Son muy activos a temperatura ambicntc y presion atmosférica.

A pesar de cstas clares ventajas, ¢l empleo de enzimas no sc ha gencralizado en los procesos
quimicos industriales debido a que la mayorla de las cnzimas no son cstables ¢n las condiciones de
trabsjo. Por otra parte al scr solubles cn agua, su scparacion dc los sustratos y productos es dificil.
y por tanto, no sc¢ pueden reutilizar,

Con la inmovilizucién de las cnzimas s¢ han podido supcrar cstos dltimos inconvenicntes. penni-
ticndo que ¢l proceso biotecnolégico sca cconémicamente rentable.

II. ASPECTOS GENERALES SOBRE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

La inmovilizacién dc enzimas es un proceso cn ¢l que sc confina o localiza a la enzima cn una
rcgion definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que reticnen su actividad catalitica y

Ary Pharmocoutioa, 39:2: 23219, 1YYR
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4. REACCIONES DE FORMACION DE UN ENLACE DIAZO
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V.2, Reticulado

También denominedo cntrecruzamiento o crass-linking, es una téenica guc ha sido ampliamente
utilizada cn Iz cstabilizacién de muches enzimas (7). El método dcl reticulado consiste cn uso de
reactivos bifuncionales que originan unioncs intctmoleculares entre las moléculas de enzima. Como
rcactivos bifuncionules sc puedcn emplear diakichidos, diiminoéstercs, diisocianatos, salcs de bisdiazonio
¢, incluso, diaminas si estin activadas con carbodiimida. El resultado del reticulado son cnzimas con
enlaces intcrmoleculares irreversibles capaces de reistir condiciones extremas de pH y temperatura,
El co-reticulado, pcrmite climinar lax pérdidas de actividad enzimdtica debidas a efectos difusionales,
mediantc ¢l cntrecruzamicnto de lss enzimas con una protcing sin actividad enzimdtica y rica cn
residuos de lisina (por ejemplo, 1a albimina bovina). Un proccdimicnto mixto de inmovilizacion muy
comdn consistc cn inmovilizar la cnzima por adsorcién sobre una resing de intercambio fénico o un
soporte polimérico (con lo que sc consigue une clevada carga cnzimitica) y posteriormente afiadir cl
reactivo bifuncional.

Actualmente el métode més novedoso de cross-linking consiste cn la cristalizacion de enzimas y
su posterior reticulado con gluturaldehido (Cross-Linked Enzyme Crystals o CLECs). El aumento de
cstabilidad sc basa en la obtencién dc un cntramado cristalino, donde las moléculas de enzima cstin
rodeadas exclusivamente por otras moléculas de proteina, De csta mancra la propis enzima actis como
soporte, y su cstructura terciariu ¢sté cstabilizada por las unioncs covalentes intcrmoleculares. La
estructura cristalina posee canales microscopicos (20-50A) que permiten ol paso de sustratos hasta cl
centro activo de la cnzima donde sc cataliza la reaccién. Estos cristalcs pucden soportar temperaturas
clevadas y pH extremos, asl como la accién de las proteysas. Esta tecnologla se hu aplicado a enzimas
muy diferentes (8), [as cuales sc han utilizado cn (a obtencidn dc compuestos cnatioméricamente puros
y en la sintesis de péptidos.

V. EFECTOS DE LA INMOVILIZACION

A menudo, la inmovilizacidn altcra significativamente ¢l comportamicnto de las enzimas. En primer
lugar sc¢ producen cambios cn su cstabilidad. En scgundo lugar, la cnzima inmovilizada cs un sistema

Arx Pharmocentiva, 3:2; 2339 199R
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1. lu instrumentacién requerida ¢s baruta y sencilla,
2. el anillisis es muy sensible,
3. permite ¢l uso de mucstres con color o turbiss que no se podrian medir con métodos
espectroscopicos.
Los métodos de inmovilizacién mis utilizados en el disefio de biosensores son la inclusidn en
membrunas semipermeables y la unién covalente a8 membranas. En ambos casos, las enzimas inmovilizadas
van udheridas a la superficie sensible del electrodo (18).

Aplicaciones de los biosensores:

Como se indicd anteriormente, los biosensores son de gran utilidad en el campo del
diagnéstico clinico. Los niveles séricos de glucosa, lactato y dcido trico se pueden detectur
mediante electrodos enzimiticos disponibles comercialmente. Actualmente, el desarrollo de
nuevos biosensores va dirigido a la deteccién de farmacos, células y virus patégenos.

En el caso del control de calided en las industriss alimenturias, los biosensores pueden
determinsr el grado de contuminucién microbiuna, o por ejemplo, cumntificar el wnicar
presente en bebidas.

Finalmente, los biosensores pueden ser muy (tiles en el contrul de Ia polucién del medioambiente.
Los analizadores de contaminantes en el agua se basan en el empleo de biosensores capaces
de detectar la presencia de residuos tdxicos, pesticidas, herbicidas o microorganismos.

Vil.2. Aplicaciones médicas

Existen muchas enfermedudes causadas por una alteracién o carencia de una determinada enzima.
También hay enzimas con actividad antitumoral, cicatrizante y con otras acciones terapéuticus. El
tratamiento con estas enzimas inmovilizadas permitiria una accién més prolongada, ya que serian mis
resistente a 1a accién de las proteasas. Por ejemplo, la L-asparuginasu se utiliza en el tratumiento de
leucemins y cinceres diseminados que requieren asparragina para desarrollarse. En la actualidad se ha
diseflado un hemodiulizador de fibrma hueca que contiene asparaginasa inmovilizada (19). La tripsina o
la colagenasa se utilizan para eliminar los tejidos muertos de heridas, quemadurus, tlcers, etc.; para
acelerur el crecimiento de nuevos tejidos e injertos de piel, y también para inhibir el crecimiento de
algunos microorganismos contuminantes. Este tipo de enzimas sc puceden inmovilizar en celulosas o
fibras que formunin parte del tejido de apdsitos y vendas (20).

Vil. 3. Aplicaciones en la Indusiria Farmacéutica

La Industria Farmucéutica trabaja con moléculas Libiles, y en muchos casos con moléculas quirales,
El empleo de enzimas inmovilizadas es una alternativu seria a la sintesis quimica en pasos clave, donde
no conviene trabajar a temperaturus altas o se requiere una elevada especificidad de sustrato. Los
enzimas son unos reactivos quirales estrictos, es decir, biocatalizadores con unu estructurn tridimensional
asimétrica definida que permiten la obtencién de productos de gran pureza éOptica. Se trata de una
ventaja fundamental cuando las reglamentaciones exigen la sintesis de compuestos opticamente puros,
ya sean firmacos, hormonas o antibiéticos.

1) Oblencion de antibidticos B-lactémicos

Los antibi6ticos B-lachimicos semisintéticos, se sintetizan u partir del dcido 6-amino penicilénico
(6-APA) y del dcido 7-amino cefalospordnico (7-ACA) o el icido 7-amino desacetoxi-cefalospordnico
(7-ADCA). El 6-APA, precursor de las penicilinas semisintéticas (amoxicilina, ampicilina, etc.), se
obtiene industrialmente mediante la hidrdlisis de la penicilina G catalizada por las penicilina G acilasas

Arx Pharmaceutica, 39:2; 13-39, 1998
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inmovilizadas dc E. coli o Bacillus megaterium (Figura 6).
Sc calcula que lu produccién anual mundial de 6-APA mediante este método fuc de 7500 toncladas
en 1992 (21). La produccion industrial dc 7-ACA o 7-ADCA a partir dc la ccfalosporina C cs mds

0
Il
R—C—NH H; Pealctiln actinen 12N 5.._CHj
l Nl I v 0 = rede i |S(:H, + R-COUH
Y COOH

s

0 CooH
Pomicilinas asturslos (G v V') o 6-urmmo puinilino (6-APA)
Q
i
R~—C~NIT LNy vty Selaimporin sciems HN~,__ .~
N | Inmeevilizada J—hll + R-COOH
§) s 0 I,
COOL COOH
Celalonporines aalarales (€ prischplmase) deldo 7-amino aztalosparanico (7-ACA)

FIGURA 6. Obtoncidn do los precursarcs de antibidlicos scmixiniéticos medianto onzimas inmovilizadas

complcja, aunque ya sc han desarrollado procesos enzimdticos para su produccion (22).

2) Obiencion de farmacos dplicamente puros

La actividad biolégica, 1a toxicidsd, la distribucion y cl metabolismo de un firmaco dependen en
gran medida dc su cstercoquimica (23). Huy muchos cjemplos que ilustran cl difcrente comportamicnto
farmacoldgico de los enantidmeros de una mezcla racémica. En algunos casos, un cnantiémero prescnta
actividad micntras que el otro no ticne cfecto farmacoldgico: uno es toxico frente al otro que demucstra
Scr 5CRUI0 y activo; ¢ incluso hay casos en los quc uno cs agonista frente al otro que sc comporta
como antagonista (24). A pcsar dc todo, la mayoria dc estos firmacos sc han vendido como mezclas
racémicas hasta hacc poco al no cxistir una normativa clara al respecto, ni métodos ccondmicos para
rcalizar la scparacidn dc cnantidmeros. La Industria Farmacéutica ha cmpezado a superar este dltimo
preblema introduciendo métodos cnziméticos cn la obtencidn de firmacos Gpticamente puros (25). Un
cjemplo es cl emplco de lipasas microbianas inmovilizadas (26) cn la obtencién de antiinflamatorios
no csteroidicos (Figura 7). El isémero S de cstos dcidos (ibuprofeno, naproxeno o ketoprofeno) es ¢l
quc poscc actividad tcrapéutica, y también sc ha obtcnido con una gran purcza Gptica empleando
cristales rcticulados de lipasa de Candida rugosa (CLEC-CR") (27).
VII. 4. Aplicaciones en la Indusiria Alimentaria

Ars Pharmacouticu, 39:2: 23-39, 1998
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Enzyme-Mediated Regioselective Acylations f Sophorolipids

Kimal S. Bisht,I* Richard A. Gross, ™ and David L. Kaplant

Polytochnic Uiniversity, Six Meirotocl Centoe. Brookdyn, New York 1201, and Seporiment of Clumieal
lrgireering, Tults University. 4 Colhy Streel, Melford, Mussncinssens 02155

Recelvex! July 28, 1998

Enzymatic synthesis of well-defined sophorolipid analogues for evaluation of thelr hMoactivitics and
as new building blncks for the preparation of glycolipid-hased amphiphitic polymers is described.
Lipase Novozym 435 fram Candida antaretica has been shown to be an efticient. catalyst for acylatlon
ol saphorolipids esters. A mixture of sophoroliplds produced by Tornlopsis bombicola was. esteriliec
by reaction with sodium alcoxide. The alkyl esters of saphorose liplds were subjecied 10 Novazym
435 catalyad acylavion ln dry ieivahydroluran (THIY) with vinyl accylate and vinyl acetaie to diacyl
clerivatlves. The reactions were highly regloscinctive, and exclusive acylation of Lhe hydixy) groups
nn C-6’ and C-6” 1ok place. Meihyl ester In the ahsence of the acylating agent. or with thwe agent
at a conceotration less than equimolar, gave sopheralactone (9). Careful analysis of the spearal
rata cevealed it 10 be a synthetic analogue of microhially praduced maerelactone. Sophorolacione
{(9) ciliTers In the slie a1 which Lhe sophorose ring is attached to Lhe taily ackd. Specifically, in 9.
unlike the natural sophorolipids. the fatLy acld carboxy! carbon s linked Lo the C-6* hydroxyl, not
10 the C-4” hyrroxyl. Subsequent acrylation of 9 canalyzed by Novazym 435 lid to the formaninn ol

the C-6' manoacry! derlvative linked only Lo the primary site.

Introduction

Suphoruliplds are micrabial extracellular surace-nctive
glycoliplils. Cells of Tovviopsis bombirols produce saphoro-
lipids when they are grown on sugars. hydrocarbons,
vegetable olls, or mixtures therof. First described by
Gorinel al.! in 1961. saphoroliplds occur as a mixtere of
mAacralaclon: and free acid structures that are acetylated
10 various extenis nt Lthe saphorase ring primacy hydroxyl
posidons {Figure 1). Carclul examinations have revealed
that at least cight si.eueinrally differen: sophorotiplds are
praduced.? The main component was 1 7-hydroxynctade:
anoic acld and its corcesponding lactane? 1t has been
suggested that, these liplds are not. only essenial for the
grwih of T, bombicnla on water-insoluble alkanes hut,
thai thry also inhiblt the: growth of nther alkane-uldizing
yeasts.? Recent advanees in microbinl ferinentatlon methe
ods have made L pessible o generate up to 700 w1 of
sophnrolipids.”

Woark has been carrted ot 1o “tatler”™ sophoralipicd (SL}
structure during in vivo fermatlan. These studies have
mainty juvolved the selective leeding of different. lipo-
pblike subsiraies. For example. changlog the csubsirate
from sunflower to canola oil resultnd in a larpe increase
{50 ta 73%) of the lactonic porilon of SLat Also.
unsaluraied C-18 farry aclds of olelc acld may be 1rans-
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Figure 1. Suruciures of sophoroliplds produced y Tormiysls
sp

ferror wichanged into sophuralipidz.” This, 10 dae,
phyxlotagical variables during fermentations have pro-
vidaed routes 1o the varfadon of sophoralipld compaesiton
bur have not led e well-<lefined pure compounds. Our
interest in sophorolipids arises due 1o their intriguing
strucLures and porential application in s wide varicly ol
fiolds. Sophoroliplds are routinely prepared in our lnba-
ratory by fermentatton of 72 bombicola an glucoscioleic
acld mlxures fallowing a iteralure proceduie®

{ine of aur goals was the development o subiable
synthetic methods 0 Uit well-delined  sophorolipid
unalogues would be In-hand lor subseguent evaluation
of their bionctivitles. Review of 1the exlisting data o: the
use ol glycolpids 1o weal very sovere immune disorders
is cortainly promising. In summary. the ghyeollpids have
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Chemoenzymatic Synthesls of Enantiopure 1-Azafagomine

Xifu Liang and Mikeael Bols*
Departiment of Chexnistry, Urrivorsily of Anrfuss, DK-S00 Aarbus C, Denmnrk

Reeedvd May I7. 1993

A 1ew chemoenzyinarie synthesis of balh enantiomeric forms of Ui glycosidase Inhibtior 1-aza-
fapomine (1) is reported. The synthesls starts from Lhe achiral staning matertals peniadienal and
meLhylurazol with the: key steps being a hetera-Dicls—Alder reaction loliowed by a lipase R/Novozym
435-caLalyzed enantinsciective esterificaunn of the Dicls—Alder adduct.

Introduction

Powent glycosidase inhibliors ane Important compounds
both as poienilal drug candkiates and blocheimical tools.
Recently. nur group reported the sLeong, racemis glvonsi-
dase inhihlor 1-nzafagomine (1):! snbrequemly. wa have
fourd, by synthesis af hoth enantiomers from n- sned
L-xylose. that enly the (~)-1 form is blological active.
The synthests af (—)-1 1s relatively long.2 and the starting
malerlal L-xylose is relatively expensive compared 1o Lhe
exceptionally short synihesis of {£)-1 staring from
achiral materials.! We therefore in this pager report an
akernative synthsis of enantiopure 1 that combines Lhe
Dlels—Alder sualegy of the racemic synihesis with a
lipase-catalyzcd resolution siop.

Results and Discussion

The previous synthesis of (£)-1 oonsisted of lour
steps: (1) Dicls—Alder reaction of 2.4-pentadienc! {3) and
4-phenyitriazoline-3.5-dionc {4) o give (+)-2, (2) cponl-
datlon, (3) hydrolysis. and (4) deprotecrfon {Schene 1),
Shoce the avernll yield was gond (32%), Lhis synthesis was
an altractive basis for an improved synthesls of enan-
dopure 1. IL In same way. one of the Intermedlates In
the racemic synihesis could e resolved, We chose to
atempt hlocalalytic kinetic resolution using lipases. anud
for this purpose, (£)-2 seemed the brst candidate, since
It I1s a monnol. This was previously artempted using
lipase-can alyed esterification with vinyl acetaw: as acetyl
doror.® Over 20 lipases were screened, and lipase CIE
showed the best, stercosclectivity, With this eneymo, the
transesterilcation of (+)-2 gave (5)-5 In 35% yicld and
61% e (Scheme 2). The siercosclecrivity of this reaction
was, huwever. far too modesl 10 he practically uselul.

[t was now suggrsied thal the ninderate selectivily was
¢lue 10 Lthe fact. that the phenyl group is tao bulky to be
well accommodated in the enzyme-binding pockel. A
number of reports describe siccesshul kinetle resnlution
with lipasca of hydroxymethylated piperidines. 5 but In

" Ty whon ot respotwbence: should e b s, “Tel: + 4580452105851
Fox: +45A61946180. H-mall: mbh®kaml.anualk.

(1} Bols, M.: Harell, R.: Thomsen. |, Chem., Kur. 21987, 3, 1M0O—7

{2) Emlwll. B. V.; Thanosen, L Jeisen, K. B. Bols, M. Sysder 19959,
4 =70,

13) Evaleit, B. V.; Thomses, L Lohsi, A Plesont, 1. W, Jemsaen,
K. B.; Hazell, R.: Linng, Xiflii: Jacudsen, A.; Bols, M. Cheser, K. L, In
T
! 1) Vg, L. Qank), 8. Jitrabedron Lo 1983, 4, 2501,

‘I‘D‘ Allmllnrh H.-J.: Blanda, G. letraholinwe Asynnnstry 1988, 9.
1519=-24

Scheme 1. Strategy for the Synthesls of
1-Azafagomine
OH OH
S {
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Scheme 2. Lipase-Catalyzed Transesterification
of Racemic 2
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Scheme 3. Preparation of ()-8
OH

4

3
+
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- -
Nt = g o Uiy
16 min.
L4 &
all cases the substrates had Jess bulky subsiluenis i
nitrogen. Therelore, we decided 1o replace the phenyl
group with a methyl group 1o reducae the steric bulk In
this reglon.

The substrate (£)-8 was caslly obralned using our
method [or synthesls of (£)-2. ‘Thus, 4-methyl-1.2.1-
wrlamline-3.5-dione (7) was prepared In siu by tert-banyl
hypochilerite oxidation of 4-1inethylurazol (8). This com-
pound and pentadienot (3) underwent Dinls—Alder roac-
tiou o provide B as a colarless solid in BT% yield (Schizoe
31

Lipasc-catalyzcd wransesierilication of ()-8 using vinyl
acetars as acoyl donor was teswed first (Scheme 4), Ovey

20 differord. enzyines were serecned. many  cnizymes
showed no reaction or low raie. but four enzymes were

)l

(6) Harchelur, M. J.; Mellae, J. M. J. Chen. Soc., Pevkin Trenss 7
1889, 985—DB5.
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Application of Lipase-Catalyzed Regioselectlve Esterification in the

Preparation of Digitonin Derivatives

Bruno Danicll,”! Monica Lutsetti,! Sabine Steorer.! Astrid Michelitsch,! Werner Likussar.” Sergio RlvaS

Joxel Reiner.s and Mantred Schubert-Zailaveez” !

Diparrimentta dl Chimica Organics e lidusitzinie, Unhversit cogli Stodi di Miiana, Ceniro CNR dy Studle prer I Sostanae
Organichie Naturali, vin Venerlan 21, 20133 Milann, Htaly. Instituee of Plunosceutical Chesistry, Unbvexity of Griee.
Srhuberisirasse 1, A-8010 Graz, Ausiciy. CNR, Jstittito di Bliocaialisl ¢ Riconoselmento Afolacolace, wia Marlo Bisoeo 8,
20131 Milano, ftaly, Deparunent of Osyganic Chemisiey, University of Bayvreuth, Universitissirasse S0, D-95410 Payreal,
FR(:, and instituta of Pharmvaceutical Chenistry. University of Frankfiue! am Mnin, Marto-Curle-Steasse 9,

D339 Franklint am Mait, FRG
Roeoviveel July 15, 1398

The aligessecharide chain of the monndesmrridic hnemolytic saponin digironin {1) undergoes an eflient
and regloselective acylation in organic solvent by use of Noveesym 435 (Hpase B Trom Candicds autarciea
supported on acrylic resin) in the presence of an activared ester. Wich vinyl aretate, acetylation ocours at
C-6 OH of glucuse(IT} and C-4 OH of xylose: ro afford the previously unreported diaceryl derivative 2 and
the monnaceryl derlvatives 3 and 4. With vinyl laurate only the mrnolauryl derlvatha: 5 is furmed. The
structures of these acylated digitunins have been esrabilshied using modern 2D NMR rechniques. which
allowed complete assignments of all proton resonances. The hemolytie activity of derivatives 2—56 is

significantly reduced compared tu thar of digitonin,

Digitonin (1}, a complex monndesmosidic steruldal so-
ponin isolured from the seeds of Digitalis purpuirea L. has
the distinctive churacteristic of causing the: rupture of the
muembrane of red blood cells. This hemilytic activity Is
shared by other nafyral saponins, and It is greatly Influ-
enced by the structure of the aglyeon and by the number
and type of sugars, as well as by rhelr glycosidic linkapes.
Huwever, despire sysiematic studies, no defined struchure—
activity relationships are presently known? For many
saponins, eupecially for spirostanol glyosskles, it is assumed
that hemolysis depends on the abllity to form a complex
wirth cholesterol, 2 central compunent of the eryrhrocyte
manbraue.? A 1:1 complex of digitonin has heen prepared
by us, and exrensive KMR studles have been underraken
to clarify the sifes of Intersction between these two
mulocules.t As a part of this work, we muodified the
digitonin molecule by preparing specifie acylated dertva
tives in order to evahuate tholr homolytie activity and
mnasure their ability to form complexes with choleseerol.
Thwse dara wunld furnish a betrer understardding of
stniural requirements for the hemaolytic mechaniam asd
prwide Infurmation an the structure of the digitontin
chalesterol complex.

The digitunin molecule containg a brauched protagas-
chasride chaln and therefore, due to the presence of maltiple
hydroxy functlony of shinllar reectivity, represents a chal
lenging mrger for selectlve modificarion. As for carbohy
drates,? the chandcal synthesis of hwdividual acyl deriva.
tives would require multstep pratectivn—deprotection
procedures and redious chromarogmphbic separations, ro
sulting In low ovorall yiclds of the desired producr.

*In whom cortespnndenra should e ddressod. el (m 1) D02
2ITH06. Fox: (1) 30 02 2364300, E-pwil:  dhndelifscilild.cllon. i,
Dtliczred m 1'rof, ) leltisch un the orcasian -4 his 60" trirthday.

9 :.'lllllapmllnmntu i Chisnien Ocganiva & Induastr iade, Unlverlr!) depli Sl
) no.

! [rew it of Phanasseud wal Chembury, Univershy of Gras.

S CNR, [sitao di Diocawadisl € Riknposciimenta Makeolare,

! Dequarimar of Chgaank. Chenustry, Unlversity af Beyreah,

Mﬂl Institian »f Priniceuties! Chomistry, [Ulniversiy of Frankfurn am

.

We have shown that esters present at specific pudtions
of the sacclmride modety of Mavonoid glyensides® nnd of
ginsenoside Rg? can be prepured by reaction with an
activaied ester under the catalysls of cizymes In anhydltous
urganic solvenes. Therefore, we hoped that this cnzyme
mediated regloselnetive acylatim could also be succossiully
applicd to digitonin. This was Indved the cose, and in this
paper we report. that, of the acveral hydmxyl prunps
present in this moleaine, only the C 4 OH of xylose aml
C-8 OH of glurose(TT) where recugnlzed hy Candida o
arctica lipase In feri-amyl alethdd solution. Tn rhe presence
uf vinyl acetate and vinyl laurate this enzyme catalyzxl
the exclusive formation of e diacetate 2, of the nanoac
crates 3 and 4, and of the menulawrare 5. respoertively.
whese stroctures rely on a coragplets analysis of their KMR

SpoctTh,

Resulis and Discussion

Due 16 s polybydroxylated nature, digitonin {1) s
suluble In polar sulvents and barely suluble In solveats uf
low prlarity. We found thar 1 is minderately soluble in fere
amyl alcohol containing a {tmited amounr of DMF (13%).
and thercforn, acerding to the protocel used fur the
csterification of ginsenoside Rgy?, we first used Novorym
435 {Candicla aninrctics Bpase 8 supported on an acrylie
resin) and vinyl acctate tu attemipt the acylatien of 1. Under
these conditlons n 75% converslon af 1 was observed after
Y8 I tn form three products, 2. 3, and 4, in nearly o 1:2:1
ratho.?

The less polar product (2) was recognized as a di-©
acetyldigitondn on the hasts of its LSTMS [(M~H)~ ton a1
mfz = 1311] and of its proten spectrum, which slunved,
among orher things. two singlots at & 2.05 and 2.06 for che
neetar: groups. a downlleld-shifrod AB pordon of an ABX
system at 3 4.20 and 4.42 for the acylated oxymethylene
protons of a glurese or palactose unit, and a downficld
shifred ddd ot A 4.74, presumably due to H-4 of the xylnse
unlir am the basis of its couplhig consrarnrs.

10102 1/mpiANA06E CCC: S1IRO0 & 1999 American Chemical Soclety nnd Amerkan Sicloty of Pharmanognosy
Published wn Wah 0473041
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Practical Synthesis of an Enantiomerically Pure
trans-4,5-Disubstituted 2-Pyrrolidinone via Enzymatic Resolution.
Preparation of the LTB, Inhibitor BIRZ-22T
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Depnrtment of Chemical Development, Bochringer Ingelheim Pharmacouticals. Ine.. 900 Ridgebury Kond,
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A praclical synihesls of the enantiomerically pure BIRZ-227 (1). a LTI Inhibitor. has been
developed. The key steps Include the effective synthesis of the trans-diarylpyrrolidinone ()-8 and
the enzymatic resolution of N-acetaxymethyl pyrralidinone ()-10 by Immobilized Lipase Novozym
435. Reductlon of pyrrolidinane (1)-8 with borane and subsctjuent coupling with chlorebenzoxaznle
2 furnished BIRZ-227 in high enantlomerle purity (99% ee). 'T'he overall process described hereln
required na chromatographic separatlon and is amenable to the preparation of multikllogram

quaniities of the desired drug candidate in a cost-cffective manner.

Introduction

For at least 2 cecades conslderahle research has been
centered on Lhe discavery of rompounds Lhat Inhibit the
arachldonic acld cascade. One partcular straiegy in-
volves the Inhibition of leukotriene biosynthesis. and this
arca has been well-reviewed in the lterature.! Several
years ago our inflammatory disease group discovered a
polont class of cfs- and frans-dlaryl pyrrolidines that
inhibit. this blosynthetic pathway. specifieally the syn-
thesls of leukotriene By 2 Such eompounds can be useful
for the treatment of Inflammatory disorders such as
asthma, arthrilis, inflammatory bowel discase, and pso-
riasls. During the preclinlcal evaluation of this serles,
A potential clinlcal candidate, BIRZ-227 (1), emerged,
thus inftiating the need for large quantities of enantlo-
merically pure material for further development.

Simple retrosynthetic analysis indicaies that. 1 can be
split inte two subunits (Scheme 1), the benzoxazoln 2 and
the chiral pyrrelidine 3. In the Injtlal synthesis? 1,3-
cyclonddition? of an azaallyl anlon with 4-methoxystyrene
furnished a racemic mixture of the cfs- and trans-dlaryl
pyrrolidines which could be separnted afier tedlous
chromnlography. Following reaction with a subsiituted
chlorobenzoxaznle 2, milligram guantities were then
purifled using chiral HPLC 1o furnish material for Initial
blological assay. Multigram quantities of (+)-1 were
prepared through scaling up the 1,.3-dipolar cycloaddition
chemistry and a methed of resolving racemic 3 using (—)-
diacetone-2-keto-L-gulonlc acld.?

This protocol allowed for the synthesis of essentially
enantiomerically pure materlal but was Ilinlfed far
additlonal scale-up siner several recrystallizations (ve

I Decdicated (o Professors Robert M. Coates and Frederick [ Zlegler
on 1l occuslon of thalr G0vh hirtixlay.

® Almtraet puiblisheed In Adviirne ACS Absiracis. December 15, 1807

(1) (n) Recent reviews: Muaser, J. H.; Kreall, A. F. J. Mecd Chem.
1982, 35, 2501. (h) Summers, J. I3 News Perspect. 1990, 3, 3517,

{2} (n) Pal, K_; Belnke, M.: Admins, J. US Patent 5594008, 1714/97.
() Pal, K.: Behnko, M. L.: Tong, |.. Tetraherdron Lot 1083, 34, 6205.

{3) Yor I.S-Er:lnnklllhn chmnisiry of aznnliyl anlon see: Ponrson,
W. H.: Saura, 1J. I'; Posrich, M. ). J. Am. Chesn. Soc. 1082, 114, 1320,
“a) l:nlhs,sc. P.; Emmanuel, M.: Tong. L. Terrahedron Asymmetry

S Saliees

{+)-(25,3R)3

ar six) were required Lo reach an acceptable enantomeric
excess wiLth a modest overall yleld {(~10%). In additjon,
the 1,3-dipelar cycloaddition siep required reaction Lem

peraturcs below —60 "C, which Is Impractcal for large

scale productlon. These parametors Inktiated our decision
to find an alternative synthetic route that ultlmately
could be demonstrated In the pliat plani. [n this paper,
we will detall a large-scale synthesis of the chantiomer)

cally pure BIRZ-227 (1).

Results and Discussion

Synthesis of Racemic Substrate. In a previos
paper’ we outlined a practical and general method for
the preparation of racemlce (rans-4,5-disubstituted 2-pyr
rolidinones, which was based on Michael addlition of A
Schiff base anlon to a suhstituted cinnamate using phas:e
transfer catalysls (17I'C) conditions.® The une-pot. prooe
dure to ()-8 started from commercially avallable 2-(am)
nomethyl)pyridine (4. Scheme 2). The SchifT base 5 was

(5) Yeo, N. K. Teiralwcfrun Levt. 1987, 38 5001 mul references

therein.

{8) For phnasn tramsfer entalysls reactions of Irnql idrnchermzylamine
with cinnnamic ackd derivatives, sen: Potapov, V. M.: Gracheva. R.
A.: Sivova, N. A. 2. Org. Khim. 1089, 25, 1876. For mereoselective
Michael ackHilons of metal enalates of a-anfino oder, see: (a) Tot-
sukaws, A.: Dan, M.; Ohbatake, M.: Kowatake, K.; FFuknta, T.; Wmin,
IZ: Knncnun, S.. Kakel, S. J G Chen 1883, S, 4221. ()
Kanemmun, S.; Uchidn, O.: Wada, E. J. (. Chem. 1880, 55, 4411,
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