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Method for the separation of intermedijstes which may be used for the
preparation of escitalopram

The present invention relates to a novel mesthod for the preparation of optically active
inteymediates useful for the preparation of escitalopram involving selective enzymatic
acylation or deacylation.

Background of the invention

Citalopram is a well-kmown antidepressant drug that has now been on the market for
S0meE Years, ‘

It is a pelective, centrully acting serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) reuptake
inhibitor, accordingly having antidepressant activities.

Citalopram was first disclosed in DE 2,657,013, corresponding to US 4,136,193. This
patent publication i.a. outlines a process for preparation of citalopram from the
carresponding 5-bromo-darivative by reaction with cuprous cyanide in a suitable
solvent and by alkylstion of 5-bromo-phtalane.

US Patent No 4,943,590 corresponding to EP-B1-347 066 describes two processes for
the preparation of escitalopram (S-enantiomer of citalopram).

Both processes use the racemic diol having the formula

¢

F (Y

~
™~



10

15

20

25

WO 1004/014821 PCT/DK2003/000537

2

as starting material. According to the first process, the diol of formula (I) is reacted
with an emantiomerically pure acid derivative, such as (+) or (-)-c-methoxy-a-
trifluoromethyl-phenylacetyl chloride to form a mixture of diastercomeric esters,
which are separated by HPLC or fractional crystallization, whereupon the ester with
the correct stereochemistry is ensntioselectively converted into escitalopram.,
According to the second process, the diol of formula (II) is separated into the
enantiomers by stereoselective crystallization with an ensntiomerically pure acid such
as (+)-di-p-toluoyltartaric acid, whercupon the S-enantiomer of the diol of the formula
(A) is enantioselectively converted to escitalopram.

Escitalopram has now been developed as sn antidepressant. Honco, there is a desire
for an improved method for preparation of escitalopram.

Tt has now been found that the S-enanfiomer of the diol of fornmula (T) above as well as
acylated derivatives thereof may be prepared by selective enzymatic acylstion of the
primary hydroxy] group in the racemic diol to obtain S-diol or an acylated derivative
thereof with high optical purity and further that the enantiomers obteined may be
separuted by a series of isolation and purification operations.

The invention

Accordingly, the present invention relates to a novel process for the preparation of the
S- or R-enantiomer of a diol having the formula
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wherein R is cyano or a group which may be converted to a cyano group, Z is a group
—CH>-N(RR"") wherein R"'and R are C)¢-alkyl, or R'and R'" sre connected to each
other to form a cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Z
is a group which may be converted to a;ihnﬁylminomdhylgmlq),thcdottedlhe
represents a double or a single bond and Hal is halogen or a salt thereof, and/or the
opposite enantiomer of an acylated diol having the formula

wherein R, Z, the dotted line and Hal are as defined above, Wis Oor S, and R is
-Y-R!, wherein R' is C.,p-alkyl, Cy.10-alkenyl or Cy.10-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with substituents selected from C).;o-
alkoxy, Ci.jo-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cysno, C,.;o-alkylamino, di-
(Cr-10-alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylihio and heteroaryl, or R' is aryl; wherein any
of the aryl and heteroaryl gronps may optionally be substituted one or more times
with substituents selected from C,.1o-alkyl, Cz.10-alkenyl, C;.10-alkynyl, C.jo-alkoxy,
Ch-10-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.jo-alkylamino and di(Cy-jo-
alkyl)amino and Y is a bond, O, S or NH, or a salt thereof, comprising

a) subjecting a racegnic compound of formula
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wherein R, Z, the dotted line and Hal are as dofined above, to selective enzymatic
acylation using an acylating agent having the formula

N

ar an isocyanate having the formmla R'-N=C=0 or an isothiocyanate having the
formula R'-N=C=S;

wherein Xis QorS; WisOor S; Uiz O or 8, V is halogen and

R? is C).jo-alkyl, Cz.1o~alkemiyl or Cz-10-alkynyl all of which may optionally be
substituted one or more times with substituents selected from C,.o-alkoxy, Ci.10-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci.io-2lkylsmino, di<(C;.10-
alkyl)emino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, or R® is ary], wherein any of the
aryl and heteroaryl groups may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C,.10-alkyl, C;.10-alkenyl, Cz10-alkynyl, Ci.g-alkoxy, Ci.10-

_alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Cy.1p-alkylamino and di«(Ci.10-

alkyl)amino;

R!is as defined for R

R? is ag defined for R®, or R? is a suitable leaving group;
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or R and R! together form a chain of 3 to 5 carbon atoms;

provided that W and U are not S when X is S; to form a mixture of the starting
material of formula (II) in either the R~ or the S-form and the opposite enantiomer of
5  the acylated diol having the formula

wherein R, W, Hal, R, the dotted line and Z are as defined above; or

10 b) subjecting a racemic compound of formula

: ] JT\R’
(e
<

Hal av)

wherein R, Z, W, Hal, the dotted line and R? are as defined above; to selective
15 enzymatic deacylation to form a mixture of deacylated compound of formula
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Hal m
wherein R, Hal, the dotted line and Z are as defined above in either the R- or the S-

form and the acylated starting materisl of formula (IV) in the form of the opposite
enantiomer;

optionally followed by, in either order, isolation of the S- or R-enantiomer of the

compound of formula (II) and/or the opposite enantiomer of the compound of formula
(IV) or a salt thereof.

The invention also relates to methods for the separation of mixtures of an enantiomer
of formmia (IV) from the opposite enantiomer of formula (II) and to the
R- and S-enantiomers of the compounds of formula (TV) above.

Finally, the inveation relates to a method for the preperation of escitalopram and
racemic citalopram from the enantiomers of a compound of formule (II) obtained by
the selective enzymatic acylation or deacylation according to the invention, or the
enantiomers of the optically active acyl derivative of formula (TV) obteined by the
selective enzymatic acylation or deacylation according to the invention.

Detafled description of the invemtion

‘When used in connection with the componnds of formula (II), (IV) and (V), the terms
“enantiomer”, “R-enantiomer”, “S-enantiomer”, “R-form™, “S-form”, “R~diol” and
“S-diol” refer to the orientation og the groupe around the carbon atom to which the 4-
Hal-phenyl group is attached.
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7
The present invention thus relates in one embodiment to a seloctive enzymatic
acylation as sbove and in another embodiment to selective enzymatic deacylation as
above.

Selective enzymatic acylation means that the enzymatic acylation is preferentially
effective for conversion of one of the enantiomers of a cornpound of formuta (I)
prefierentially leaving the other ensntiomer of the compound of formmla (IT)
unconverted in the reaction mixture.

Selective enzymatic deacylation mesns that the enzymastic deacylation is
preferentially effective for conversion of one of the enantiomers of a compound of
formula (IV), preferentially leaving the other ensntiomer of the compound of formula
(IV) unconverted in the reaction mixture.

The selective acylation according to the invention thus results in 8 mixture containing
preferentially the campound of formula (IT) in the S-form and the campound of
formula (IV) in the R-form, or it may result in a mixture containing prefereatially the
compound of formula (1) in the R-form and the compound of formula (IV) in the S-
form.

Likewise, the sclective enzymatic deacylstion may result in @ mixture contatning
preferentially the compound of formula (IV) in the S-form and the compound of
formula (II) in the R-form, or it may result in a mixture containing preferentially the
compound of formula (IV) in the R-form and the compound of formula (TI) in the S-
form.

The composition mixture obtained after acylation or deacylation according to the
invention depend on the specific hydrolase used and the conditions under which the
reaction is carried ont. Characterigtic of the enzymatic acylation/deacylation
according to the invention is that a considerably larger portion of one enantiomer is
converted than of the other. The optical purity of the diol of formula (IT) and/or the
acylated compound of formula (IV) obtained by the optical resolution method of the
present invention is usually at least 90% ee, preferably at least 95% ec, more
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preferably at least 97% ee and most preferably at least 98% ee. However, lower
values for the optical purity are accepiable.

The starting material for the enzymatic method of the invention is a racemic diol of
formula (TI) or a racemic acyl derivative of formula (TV)

In a preferred embodiment of the invention R is halogen or cyano, most preferred
cyano.

In a further preferred embodiment of the invention Hal is fluoro,

In a further embodiment of the invention, the dotted line in formula (TII) and (V) isa
single bond.

In one embodiment Z is dimethylaminomethyl or a group that may be converted to
dimethylaminomethyl. In a suitable embodiment Z is dimethylaminometivyl.

Most preferred, Hal is fluaro, R is cyano, the dotted line is a gingle bond and Z is
dimethylaminomethyl.

Theacyhﬁngasmtuudﬂ:rﬂ:emcymaﬁcmyhﬁonmxdingmh_invmﬁonmy
suitable be one of the compounds of formnla (I1Is), (IIb) and (IIIc).

In another embodiment the acylsting agent used according to the invention is any of
the compounds of formula (Ila) and (IIIb).

According to a further embodiment of the invention, the acylating agent used is a
compound of formula (T1a).

According to a still another embodiment of the invention, the acylating agent used is a
compound of formula (IIb).

According to another embodiment of the invention the acylating agent is a compound
of formula (IIc).
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When the acylating agent is a compound of formula (IIa), U is suitable O.
When the acyalting agent is sny of the above, W is suitable O.

When the acylating agent is sy of the above, X i suitsble O.

Suiteble, the substituents R’, R' and R? in any of the acylating agents (I1s), (IIb) and
(Iic) defined in any of the embodiments sbove are as follows:

R®, R! and R? are independently selected from C, g-alkyl, C; ¢-alkenyl and Ca¢-
alkyny! all of which may optionally be substitited one or more times with substituents
selected from C,¢-alkoxy, Cis-alkyithio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C.¢-
alkylamino and di-(Cy.¢-alkylJamino or R? is  suiteble leaving grovp, such as
succinimidyl, HOBt and pfp, or R® and R together form a chain of 3-5 carbon atoms
more suitable R%, R! and R? are independently selected from Cj4-alkyl, C;4-alkeayl
and Cy4-alkyny] all of which may optionally be substituted one or mare times with
substituents selected from C,4-alkoxy, C,.4-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro,
cyano, C;.4-alkylsmino and di(C;4-alkyl)amino or R? is a suitable leaving group,
such as succinimidyl, HOBt and pfp or R® and R! together form a chain of 3-5 carbon
atoms, more preferred R, R! and R? are independently selected from Cy.3-alky), Ca.s-
alkenyl and C,.5-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times
with substituents selected from C, ;-alkoxy, C;.3-alkylthio, hydroxy, halogen, amino,
nitro, cyano, C; ;-alkylamino and di-{C}.;-alkyl)amino, even more proferred R® and

R’ is C1;-alkyl, in particular unbranched Ci.s-alkyl and R? is Cy.3-alkyl substituted
one or more times with halogen or R is Cz.s-alkenyl.

Suitably, the substiteents R’ and R in acylating agents of formula (IITe) as defined in
any of the embodiments shove, are as follows:

R®end R' are independently selected from Cy.¢-alkyl, C;.¢-alkenyl and C, ¢-alkynyl all
of which may optionally be substituted one or more times with substituents selected
from Ci.¢-alkoxy, Cy.¢-alkylthio, hydroxy, halogen, amine, nitro, cyano, C;.¢-
alkylamino and di-(C;.¢-alkyl)amino, more suitable R° and R' are independentty
selected from C,4-alkyl, C;4-alkenyl and Cy4-alkynyl all of which may optionally be
substituted one or more times with substituents selected from C;4-alkoxy, C;4-
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alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cysno, Cj4-alkylamino and di(Cj.4-
alkyl)amino, preferably R® and R are independently selected from C;s-alkyl, Cz.5-
alkeny] and C 3-alkynyl all of which may all optionally be substituted one or more
times with substituents selected from C.;-alkoxy, C).3-alkylthio, hydroxy, halogen,

* amino, nitro, cymo, C,.s-alkylamino and di-(C).,-alkyl)amino, more preferred R® and

R! are independently C;4-alky! and most preferred, and most preferred R® and R! is
Ch.a-alkyl, in particular unbranched C;.3-alkyl, suitable propyl

Suitsbly, the substituents R' and R? in acylating reagents of formula (IIIb) as defined
in any of the embodiments above, are as follows:

R! and R? are independently selected from Cy¢-alkyl, Cy.¢-alkenyl and Cy.s-alkynyl
all of which may optionally be substituted one or more times with substituents
selected from C).¢-alkoxy, C; s-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.4-
alkylamino and di~(C;.s-lkyl)amino or R? is another leaving group, such as _
succinimidyl, HOBt and pfp, more suifable R' and R? are independently selected
from C)4-alkyl, C24-alkenyl and C,.¢-slkynyl all of which may optionally be
substituted one or more times with substituents selected from Cy.4-alkoxy, Ci.4
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci.4-alkylamino and di<(Cy.+-
alkyl)amino or R?is another leaving group, such as succinimidyl, HOBt and pfp,
preferably R’ is selected from Cy.y-alkyl, Ca.s-alkenyl and Cs.3-alkynyl all of which
may optionally be substituted one or more times with substituents selected from Cy.3-
alkoxy, C,-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.3-alkylamino and di-
(Crs-alkylamino and R? is Cy.4-alkyl substituted one or more times with helogen, R?
is Cz4-alkenyl or R?is another leaving group, such as succinimidyl, HOBt and pfp,
maore preferred R' is Cy.3-alkyl, Cy3-alkenyl or C,3-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with substituents selected from C3-
alkoxy, C;.;-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.;-elkylamino and di-
(Cr.a-alkyl)amino end R? is Cy.3-alky] substituted one or more times with halogen or
R? is Ca3-alkenyl, still more preferred R' is Cy.a-alkyl and R?is C; 3-alkyl substituted
one or more times with halogen or R?is C;.3-alkenyl, and more suitable R' is C.5-
alkyl, in particular unbranched C; s-alkyl, such as methyl, ethyl or propyl and R?is C,.
s-alkenyl.
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R? meaning C).3-alkyl substituted one or more times with halogen is a suitable leaving
group including groups such as 2,2 2-richloroethyl and 2,2,2-triflucroethyl, in
particular 2.2 2-trifluoroetiyl. '

In a specific embodiment of the invention, the acylating agent of formula (IITb) as
above is a compound wherein R?is vinyl.

Aecordingtomoﬂmspeciﬁcﬁbodimuﬁofﬂwinwﬂion,ﬂwwyhﬁngaguﬂof
formula (I1Ib) is & compound as above wherein R’ is propyl. This specific
embodiment covers a preferred acylating agent of the invention, namely vinyl
butyrate.

According to a further embodiment of the invention, the acylating agent is s
compound of formula (ITIc).

Suitably, the substitnent R in the compound of formula (IIc) as defined in any of the
embodiments above, are as follows:

R is C¢-alkyl, Czs-alkenyl and C; 5-alkyny] all of which may optionally be
gubstituted one or more times with substituents selected from C,.g-alkoxy, Ci.¢-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;4-alkylamino and di~(C).¢-
sikyl)amino, more suitable R' is C;4-alkyl, Cz4-alkenyl and C;.4-alkymyl all of which
may optionally be substituted one or more times with substituents selected from Cy-
alkoxy, Ci4-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;4-alkylamino and di-
(Cr+-alkyl)amino, preferebly R' is Ci.3-alkyl, Cz3-alkeny! and Czs-alkyny! all of
which may optionally be substituted one or more times with C;.3-alkoxy, C;.5-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci.s-alkylamine and di<{Cr.a-
alkyl)amino, more prefezred R' is Cy.3-alkyl, Cz-alkeny] or C;.3-alkynyl, and more
suitable suitable R' is Cy.3-alkyl, in particular unbranched C.3-alkyl, such as methyl,
ethyl or propyl.

V is suitable chloro.

PCT/DK2003/000337 ‘;s
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The acylating agent nsed according to the invention may also be an isocyanate of
formmla R'-N=C=0 or an isothiocyanate of the formnla R!-N=C=S.

Thus, in e further embodiment of the invention, the acylating agent is an
isothiocyanate of the formmula R'-N=C=0.

According to another embodiment of the invention, the acylating agent is an
isocyanate of formula R'-Ne=C=8,

Suitably, the substituent R! in the isocyanste and the isothiocy=nate as defined in any
of the embodiments above, are as follows:

R' is Cy.¢-alkyl, Cy¢-alkenyl or Cz¢-alkynyl all of which may optionally be substituted
one or more times with substitumnts selected from C;.¢-alkoxy, Ci.¢-alkylthio,
hydroxy, halogen, amino, nitro, cyeno, C;.4-alkylamino and di<(C).c-alkyl)amino,
more suitsble R is Cy.4-alkyl, Cs4-alkenyl or Cz +-elkynyl all of which may optionally
be substituted one or more times with substituents selected from C,4-alkoxy, Ci4-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;-alkylamino and di-(C;4-
alkyl)amino, preferebly R' is C;.a-alkyl, Cy3-elkenyl or Cs-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with C,.s-alkoxy, Cy.3-alkyithio, bydroxy,
halogen, amino, nitro, cyano, C,;-alkylamino and diC;.s-alkyl)amino, more
preferred R’ ia C; 3-alkyl, C;.3-alkenyl or Cz.3-alkynyl, and more suitable R is Cy.s-
alkyl, in particular unbranched C,_;-alkyl, such as methyl, ethyl or propyl

The invention also covers a method for selective enzymatic deacylation of a racemic
compound of formula (IV) as defined above.

Suitable, the racemic compound of formula (IV) used, is 2 compound wherein Y is O,
or S.

According to 2 further embodiment the racemic compound of formula (TV) used, is a
compound wherein Y is O.

In still another embodiment of the invention the racemic compound of formula (IV)
used is a compound wherein Y is S.
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In another enbodiment of the invention the racemic compound of formula (TV) used
is a compound wherein Y is 2 bond.

Suitably, the substituent R' in the racernic compound (IV) as defined in any of the
embodiments sbove, is as follows: Cy.o-alkyl, Cz.10-alkenyl or Cz.10-alkynyl all of
which may optionally be substituted one or more times with substituents sclected
from C,.1o-alkoxy, C;.1¢-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.10-
alkylamino and di-(C;.10-alky})amino, more suitable R’ is C;.1o-alkyl, C;.10-alkenyl or
Cz.10-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from hydroxy, halogen, amino, nitro and cyano, preferably R’ is
Ci-10-alky), preferably unbranched C;.10-alkyl and more preferred R' is unhranched
Cero-alkyl.

According to the invention, sclective enzymatic acylation is carried out under
conditions substantially suppressing hydrolysis. Hydrolysis, which is the reverse
reaction of the acylation reaction, takes place if water is present in the reaction
gystem.

Thus, selective enzymatic acylation is preferably carried out in a water-free organic
solvent or almost anhydrous organic solvent ( enzymes normally require the presence
of some water to be active). Tho examplos below, illustrate how addition of water
affects conversion. The percentage of water allowed in a particular reaction system,
may be determined by a person skilled in the art.

The organic solvent which may be used for the acylation reaction, is not particularly
important as long as it does not deactivate the enzyme used. Suitable solvents include
hydrocarbons such as hexane, heptane, benzene and toluene; ethers such as diethyl
ether, diisopropyl ether, tetrahydrofuran, 1,4-dioxane, tert-butyl methyl ether and
dimethoxyethane; ketones such as acetons, diethyl ketone, butanon, and methyl ethyl
ketone; esters such as methyl acetate, cthyl acetate, ethyl butyrate, vinyl butyrate and
ethyl benzoate; halogenated hydrocarbons such as methylene chloride, chloroform
and 1,1,1-trichloroethane; seconday and tertiary alcohols, such as tert-butanol;
nitrogen-containing solvents such as dimethylformamide, acetoamide, formamide,

Y
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acetonitrile and propionitrile; and aprotic polar solvents such as dimethrylsulfoxide, N-
methylpymolidons and hexamethylphosphorous trismide.

Among them, hydrocarbons such as hexane, heptane, benzene and toluene, ethers
such as diethy] ether, diisopropy] ethez, 1,4-dioxane and tert-butyl methyl ether and
esters such as vinyl butyrate, are preferred. For one enzymes the most preferred
solvents may be sromatic hydrocarbons such as benzene or toluene and ethers, most
preferred toluene and for another enzyme the most preferred solvents may be ethers

such as 1,4-dioxane (see the examples below). The sbove solvents may be used singly
or in a combination of two or more solvents.

The concentration of racemic diol of formula (II) and acylating agent should not be
too high as a high concentration of reagents in the solvent may lead to non-selective
acylstion of the racemic diol. Suitable the concentration of racemic diol and acylating
reagent is each below 1,0 M, more suitable below 0,5 M, even more suitable below
0,2 M or even more suitable below 0,1 M. A person gkilled in the art will be able to
determine the optima] concentration of racemic diol and acylating agent.

Selective enzymatic deacylation is prefersbly carried out in water or a mixture of
water and an organic solvent, suitable in presence of a buffer. The arganic solvent
which may be used in the reaction, is not particularly important as long as it does not
deactivate the enzyme used. Suitable organic solvents are solvents miscible with
water such as alcohols, acetonitrile, DMF, DMSO, dioxane, DMRE and diglyme . The
skilled person will be able to identify other suitable solvents. A persan skilled in the
art will be able to determine the optimal concentration of racemic cornpound of
formula (IV) used in the reaction

The stereoselectivity of the enzyme used, may be increased by carrying out the
acylation or deacylation in presence of an organic acid and /or an organic base.

Accordingly, the present invention also relates to a process wherein the enzymatic
acylstion or the enzymatic deacylation is carried out in presence of an organic base or
an organic acid or a mixture thereof

\2



10

15

20

25

30

WO 2004/014821

L 15

In a particular embodiment, the invention relates to a process wherein the enzymatic
acylation or enzymatic deacylation is carried out in the presence of an organic acid,
suitable an organic carboxylic acid.

In a further embodiment, the enzymatic acylation is camried out in presence of an
organic acid, suitable an organic carboxylic acid.

Suitable the above mentioned organic acid is an aromatic carboxylic acid or an
aliphatic carboxylic acid. )

As an organic acid which may be used in the reaction, thero may be mentioned, alkyl
carboxyhcamda, cycloalkylcarboxylic acids, cycloalkylalkylcarboxylic acids,
optionally substituted phenyl-alkylcarboxylic acids and optionally substituted
phenylcarboxylic acids. Suitable aliphatic carboxylic ecids, are carboxylic acids such
as formic acid, acetic acid, propionic acid, n-butyric acid, iso-butyric-acid, 2-
ethylbutyric acid, n-valeric acid, iso-valeric acid, pivalic acid, n-caproic acid, iso-
caproic acid, decanoic acid, crotomic acid, palmitic acid, cyclopentanecarboxylic acid,
cyclohexanecarboxylic acid, phenyl-C; 4-alkylcarboxylic acids such as 3- ‘
phenylpropionic acid, 4-phenylbutyric acid, oxalic acid, malonic acid and tartaric
acid. Suitable aromatic carboxylic acids, includes acids such as benzoic acid, p-
chlorobenzoic acid, p-nitrobenzoic acid, p-methoxybenzoic acid, p-toluic acid, o-
toluic acid, m-toluic acid, naphthoic acid, phthalic acid and terephthalic acid, salicylic
acid, hydrocinnamic acid for instance.

Thus, according to one embodiment of the invention, the organic acid used to improve
stereoseleselectivity of the enzyme is selected from n-propionic acid, iso-propionic
acid, n-butyric acid, iso-butyric acid, iso-valeric acid, 2-ethylbutyric acid, crotonic
acid, palmitic acid, cyclohexanecarboxylic acid, pivalic acid, benzoic acid and p-
toluic acid, salicylic acid and 3-phenylpropionic acid. According to a farther
embodiment of the invention, the carboxylic acid used is pivalic acid.

The amount of the organic acid to be used is not particularly restricted, but the molar
ratio relative to a substrate is usually 0.1 to 10, preferably 1.0 to 3.0, and more
preferably 1.0 t0 2.0,

PCT/DK2003/000537 \q
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Alternatively, a tertiary amine may be used to improve selectivity of the enzyme,
cither alone or together with anty of the ebove mentioned organic acid. As suitable
organic base there may be mentioned, triethyl smine, pyridine, 4-
dimethylaminopyridine and pyridine is preferred. Suitable combinations of organic
acid and organic base are benzoic acid and pyridine for example.

The amount of the tertiary amine to be used is not particularly restricted, but the molar
ratio relative to & substrate is usuaily 0.5 to 3.0, and proferably 0.5 to 2.0.

The enzymatic acylation or deacylation according to the invention is carried out using
a hydrolase, such as a lipase, sm esterase, an acylase or a proteass.

Thus, according to one embodiment of the invention, enzymatic acylation

is performed with a hydrolase, such as a lipase, an esterase, an acylase or a protease.
The enzymes useful acconding to the invention are such enzymes capable of
performing R-selective acylation or S-selective acylation of the primsry hydroxy
group in the racemic compound of fornmla (II).

According to another embodiment of the invention, enzymatic deacylation is
performed with a hydrolase, such as a lipase, an estemse, an acylase or a protease, The
enzymes useful according to the invention are such enzymes capeble of performing R-
pelective deacylation or S-selective deacylation of the acyl group in the racemic
compound of formula (IV).

As used herein “hydrolase” and “enzyme” either generally or in relation to a specific
enzyme, moans not only the enzyme itself, but also cultured products containing the
enzyme, such as culture fluid containing a cell body, or & cultured cell body, and
processed product of the cultured product (for example a crude extract, a freeze-dried
microorganismn or cell, an acetone dried microorganism or cell, a ground product of
such microorganism ar cell, or the like).

Additionally, the “enzyme” or “hydrolase™ may be immobilized as the enzymeo itself
or as a cell body by known techniques, and may be used in immobilized form. The
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immobilization may be carried out by methods known to the person skilled in the art,
such methods include, for example carrier bonding, cross linking, encapsulation and
the like.

Thus, in one embodiment of the invention the hydrolase is used in the form of an
immobilimdmzymeor&owljnthnzyme(h-yml(CLEC)enzyims.

It has been found that enzymatic acylation according to the invention may be carried
out using Novozyme 435, from Candida antartica, LipoZyme TL IM from
Thermomyces lanuginosus or Lipoprotein Lipase pseudomonas sp. (isolated from
Pseudomonas Cepacia and obtained from Fluka), and particularly good results have
been found when using Novozyms 435, from Candida entartics or Lipoprotein Lipase
pscudomonas sp. '

Thue, according to one ambodiment of the invention, the enzyme used is
Pseudomonas sp. lipoprotein lipase, Candida antartica lipase B or Thermomyces
lanuginosus lipase.

According to another embodiment of the invention, the enzyme used is Pseudomonas
sp. lipoprotein lipase or Candida antartica lipase B.

As mentioned sbove, use of one of the above mentioned enzymes acoording to the
invention also covers the use of cultnred products containing the enzyme, such as
culture fluid containing a cell body, or a cultured cell body, processed product of the
cultured product and any immobilized forms of these enzymes/cultured products.

The use of any of the above specifically mentionod enzymes according to the
invention also covers the use of nmutants, variants or any equivalents of the above
specifically mentioned enzymes, which are capable of performing the selective
acylation or deacylation according to the invention. The variants or equivalents
thereof may be isolated from various strains of Psendomonas, Candida or
Thermomyces, or any other source, or they may be prepared by mutation of the DNA
encoding the above mentioned enzymes leading to variations in the amino acid
composition of the enzyme. Suitable the mutants or variants of the above mentionsd



10

15

20

25

30

WO 2004014321 PCT/DK2063/000537

18

enzymes are variants and mutants where gingle amino acids have been removed or
replaced by other amino acids, and suitable the amino acid sequence of the varisnt or
mntant is more than 60 % identical, preferably more than 80 % or most preferred
more than 90 % identical to the above mentioned enzymes.

Thus, according to one embodiment of the invention, the enzyme used is
Pgeudomonas sp. lipoprotein lipase or a mutsnt or variant thereof. Preferably
Pseudomonas sp. lipoprotein lipase is used.

According to another embodiment of the invention, the enzyme used is Candida
antartica lipase B or & mutant or variant thereof. Preferably, the enzyme used is
Candida antartica lipase B.

According to a further embodiment of the invention the enzyme is Novozyme®435
(Candida antartica lipase B immobilized on acrylic resin, available from the cotnpany
Novozymes A/S).

According to still another emnbodiment of the invention, the enzyme used is
Thermomyces lanuginosus lipase or a mutant or variant thereof. Preferably the
enzyme used is Thermomyces lanuginosus lipase.

According to a forther embodiment of the invention, the enzyme used is Lipozyme™
TL IM, also available from the company Novozymes A/S.

depending on the particular enzyme used, whether it is immobilised or not ete.

A suitable temperature for the reaction lies betweea 0-80 °C, more preferably between
20-60 °C, or more preferred between 30-50 °C.

The amount of enzyme to be used is not particularly restricted, but is usually 0.01-1.0,
preferably 0.02-0.5 and more preferably 0.02-0.3, as weight ratio relative to substrate.

X
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The reaction may be carried as a batch process or it may be carried out a8 a continous
process. The enzyme may be used in a plurality of batches repeatedly or
continuously. The reaction time is not particularly restricted, and wiil depend on the
enzyme used and the scale and type production method (batch or contimuos).

The present invention also relates to an S- or R-enantiomer of a compound having the
formula (IV)

Hal
wherein R, Hal, R?, W, the dotted line and Z are az defined shove,or a galt thereof.

According to one embodiment of the invention, the optically active acyl derivative
above is the S-enantiomer. According to another embodiment of the invention, the
optically active acy] derivative above is the R-enantiomer.

According to one embodiment of the invention the R~ or S-enantiomer above is a
compound wherein R is halogen or cyano, preferably R is cyano.

Awordingtoaﬁmhﬂ-qnbodimunofﬂminvmﬁm,thek-ors-mmﬁmabweis
a compound wherein Hal is fluaro.

According to a further embodiment of the invention, the R~ or S-enantiomer above is
a compound wherein the dotted line represents a gingle bond.

PCT/DK2003000837 7 0)
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In another embodiment of the invention, the R- or S-enantiomer above is a compound
wherein Z is dimethylaminomethyl or & group that may be converted to
dimethylaminomethyl, more snitable Z is dimethylaminomethyl, and the other
substituents are as defined above.

In another embodiment of the invention, the R- or S-enantiomer above is a compound
wherein Z is dimethylaminomethyl, Hal is fluoro, the dotted line represents a single
bond, and R is cyano or halogen, suitable cyano.

In a further embodiment of the invention, the R~ or S-enantiomer above is a
compound wherein Y is O, or S, preferably Y is O and the other substituents are as
defined above. In a further embodiment of the invention, the R- or S-enantiomer
above is & compound wherein Y is S and the other subatituents are as defined above.

In a further embodiment of the invention, the R- or S-ensntiomer sbove is a
compound wherein Y is a bond and the other substituents are as defined above.

In a further esnbodiment of the invention, the R- or S-enantiomer above is a
compound wherein Y is NH and the other substituents are as defined above.

Suitable, the R- or S-cnantiomer as defined in sy of the embodiments above is 2
compound wherein R' is Cy.g-alkyl, Cs¢-alkenyl of Ca.s-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with substituents seiected from C,.¢
alkoxy, Cis-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci.¢-alkylamino and di-
(Crs-alkyl)amino, more suitable R is Cy.4-alkyl, Cz4-alkenyl or C;4-alkynyl all of
which may optionally be substituted one or more times with substituents selected
from C,4-alkoxy, C,4-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci.¢-
alkylamino and di-(C;4-alkyl)emino, preferably R’ is Cy.3-alkyl, C;3-alkenyl or Cz3-
alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C,3-alkoxy, Cy;-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro,
cysno, C;.3-alkylamino and di~(C).s-alkyl)amino and most preferred R' is Cy.5-alkyl,
in particular unhranched Ci.s-alkyl.

4
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According to another suitable embodiment of the invention, the R- or S-enantiomer a8
defined in any of the embodiments above is 2 compound wherein R' is as follows: C,.
10-alkyl, Cy.1e-alkenyl or Czqo-alkynyl all of which may optionally be substituted one
or more times with substituents selected from C).jo-alkoxy, C-io-alkylthio, hydroxy,
halogen, amino, nitro, cysno, Ci.¢-alkylamino snd di~(C).1o-alkyl)amino, more
suitable R is C.10-alkyl, C;.10-alkenyl or Cy 1o-alkynyl all of which may optionally be
substitirted one or more times with sabstituents selected from hydroxy, helogen,
amino, nitro and cyano, preferably R! is Cy.1g-alkyl, preferably unbranched C.io-
alkyl and more preferred R is unbranched Cy 0.

After the completion of the acylation reaction or the deacylation reaction, an
enantiomer of the diol derivative represented by the formula (II) is obtained as a
mixture with the oppogite enantiomer of the cornpound of formula (IV). This reaction
mixture is then optionally separated from the enzyme.

In order to obtain the desired enantiomer of formula (II) and/or (IV) with high
chemical purity, it is necessary to separate it form the opposite enantiomer of formula
(V) and (II), respectively, in an efficient manner. However, it is difficult to
efficiently separate the enantiomers by generally known methods because the
structure of the acyl derivative of formmla (IV) is so similar to the structure of the diol
of formula (II).

The present inventors have made intensive investigations and have as a result found
that the enantiomer of a compound of formuia (IT) in the form of a salt with an acid is
efficiently distributed into an aqueous layer and the opposite enantiomer of a
compound of formula (IV) in the form of a salt with the acid is efficiently distributed
into an organic layer when the reaction mixture is treated with a mixod solvent
containing organic solvent and water in the presence of an acid.

Thus, according to another exnbodiment, the invention relaies to a method for the
isolation and purification of an acyl derivative having the formula

PCT/DK2003/000537 ,Lf
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wherein R is cyano or a group which may be converted to s cyano group, Hal is
halogen, the dotted line is a double or & single bond and Z is a group —CHz-N(RR")
whaerein R'and R*’ C,.¢-alkyl, or R'snd R"* are commected to each other to form a
cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Z is a group
which may be converted to a dimethylsminomethyl group, W is O or S and R? is -Y-
R wherein Y is a bond, O, S or NH and R' is Cy.1g-alkyl, Cz.i0-alkenyl or Cz.10-
alkynyl all of which may optionally be substituted with one or more substitnents
selected from C,.jo-alkoxy, Cy.1o-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.
yo-alkylamino, di~(Ch.1o-alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, or R' is
aryl, wherein any of the the aryl and heteroary] groups may optionally be substituted
one or more times with substituents selected from C,.j0-alkyl, Cz.10-alkenyl, Co.i0-
alkynyl, Cy-1g-alkoxy, C;.io-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci-10-
alkylamino and di-{C;.1o-alkyl)amino, or a salt thereof and/or a diol of formula

aw)
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wherein R, Hal, the dotted line and Z are as defined above, ar a salt thereof, from a
mixture containing a compound of formula (IV) and 2 diol of formula (1), which
comprises;

a) treating said mixture conteining the acyl of foromila

(IV) and the diol of formula (II) in a mixture of water and an crgenic solvent in the
presence of an acid;

b) separating the aqueous phase containing the diol of formula (II) as a salt of
said acid from the organic phase to obtain sn organic phase containing the acyl
derivative of formula (IV) as a salt of said acid;

optionally isolating the compound of fotmula (II) as the base or as a salt thereof and
optionally the compound of formula (IV) as the base or as a salt thereof,

According to one embodiment of the invention R. is halogen or cyano, preferably
cyano in the method for isolation and purification above.

According to another embodiment of the invention Hal is fluoro in the method for
isolstion and purification above,

Accaording to a preferred emabodiment, the dotted line represents a single bond.

In another embodiment of the invention, Z is dimethylaminomethyl or a group that
may be converted to a dimethylamninomethyl group. Suitable Z is
dimethylaminomethyl.

According to a preferred embodiment of the invention Hal is fiuoro, Z is
dimethylaminomethyl, the dotted lins is a single bond and R is cysno or halogen,
preferably cyano.

In a further embodiment of the invention the compound of formula (IV) in the method
for isolation and pwrification above, is a campound wherein Y is O, or S, preferably
Y is O and the other substituents are as defined above. In a further embodiment of the
invention the compound of formula (IV) in the method for isolation and purification
above, is a compound wherein Y is S.

PCT/DK2003/000537 7 7(
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Inaﬁnfhambodimmtofthnhivmﬁmthecompmmdofﬁmnula(lw in the method
for isolation and purification above, is a campound wherein Y is a bond and the other
substituents are as defined shove.

In a firther embodiment of the invention the compound of formula (IV) in the method
for isolation and purification above, is & compound wherein Y is NH and the other
substituents are as defined above.

In a prefecred embodiment of the iuvention, the compound of formula (IV) in the
method for isolation and purification above, is & compound wherein R! is C¢-alkyl,
C; salkenyl or C; s-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more
times with substituents selected from C,s-alkoxy, C).¢-alkyithio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, Cy.¢-alkylamino and di-{Cy.¢-alkyl)amino, more preferred R} is
C1.s-alkyl; Cy.-alkeny) or Cp.+-alkynyl all of which may optionally be substituted ane
or more times with substituents selected from C;4-alkoxy, C;4-alkylthio, hydroxy,
halogen, amino, nitro, cyano, Cy4-alkylamino and di<(C}+-alkyl)amino, preferbly R
i8 Cy-3-alkyl, Cas-alkenryl and C;-alkynyl all of which may optionally be substituted
one or mare times with substituents selected from Cy.3-alkoxy, Cy.;-alkylthio,
hydroxy, balogen, amino, nitro, cyano, C,.3-alkylamino snd di~(C;.3-alkyl)amino and
most preferred R! is Cy g-alkyl, in particular unbranched C; 5-alkyl.

In another preferred embodiment of the invention, the compound of formula (IV) in
the method for isolation and purification above, is a compound wherein R! is as
follows: C).qp-alkyl, Cz.10-alkenyl or Cy.1o-alkyny] all of which may optionally be
substituted one or more times with substituents selected from C;.1g-alkoxy, C;.10-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C, ¢-alkylamino and di-(Cy.10-
alkyt)amino, more suitable R! is C)_jo-alkyl, C;.1p-alkenyl or Ca.jo-2lkynyl all of which
may optionally be substituted one or more times with substituents gelected from
hydroxy, halogen, emino, nitro and cyano, preferably R' is C;_jo-alkyl, preferably
unbranched C.j¢-lkyl and more preferred R is unbranched Cy.1o-alkyl.

By the above method for isolation and purification, 2 salt of the R- or S-enantiomer of
a compound heving the formula (I} with an acid may be selectively extracted into an
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aqueous layer and a galt of the opposite enantiomer of a campound of formulz (IV)
with an acid may be selectively soparated into an orgenic layer by treating, in the
presence of the acid, a mixiure compriging an enantiomer of formula (IT) and the

_ opposite enantiomer of formula (IV), reaction solvent and the like with an organic

solvent and water, and in presence of an acid. In this case, the salt of the enantiomer
of formula (IV) and the salt of the enantiomer of formula (II) mey be separated with
Littie loss of the desired enantiomers. '

According to one embodiment of the above method for isolation and purification, the
S-enantiomer of the compound of formula (IV) is isolated from the R-ensntiomer of
the componund of formula (II).

According to another embodiment of the above method for isolation and purification,
the S-enantiomer of the diol of formula (II) is isolated from the R-enantiomer of the
acyl derivatitive of formulsa (TV).

The amount of water to be used is 1:2 to 1:100, preferably 1:5 to 1:50, as a ratio
between the compound of formmmla (IT) and water. In addition, prior to the extraction
with water, the reaction solvent may be evaporated to reduce the amount thereof or
may be substituted with another organic solvent. S

The acid which may be used in the above isolstion and purification process ia not
particularly restricted, but for example, there may be mentioned, mineral acids such as
hydrochloric acid, sulfuric acid and phosphoric acid; organic acids, in particular
carboxylic acids, represented by aliphatic carboxylic acids such as formic acid, acetic
acid, propiamic acid, n-butyric acid, iso-butyric acid, n-valeric acid, iso-valeric acid,
pivalic acid, n-caproic acid, iso-caproic acid, cyclopentanecarboxylic acid,
cyclohexanecarboxylic acid, oxalic ecid, malonic acid and tartaric acid; or aromatic
carboxylic acids such as benzoic acid, p-chlorobenzoic acid, p-nitrobenzoic acid, p-
methoxybenzoic acid, p-toluic acid, o-toluic acid, m-toluic acid, naphthoic acid,
phthalic acid and telephtalic acid. Among thesn, orgsnic acids are preferred, in
particular carboxylic acids such as n-butyrate, iso-valerate, cyclohexanecarboxylic
acid, pivalic acid, benzoic acid and o-toluic acid, and particularly preferred is pivalic
acid. Needless to say, the above acids may be used singly or in a combination of two

PCT/DK2003/000537 /Lq
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or more specics. The amount of the acids to be used is not particularly restricted, but
the molar ratio of the sum of the compounds of formula (IV) and (IT) and acid, is
ugually 1:1 to 1:5, and preferably 1:1 to 1:3.

The acid used in the present isolstion and purification step may be the game as the
organic acid used in the acylation or deacylation reaction according to the invention or
may be a different one.

As m organic solvent which may be nsed in the isolation sand purification step, there
may be mentioned, for example, hydrocarbons such as hexane, heptane, benzene and
toluene; ethers such as diethy! cther, tetrehydrofuran, 1,4-dioxane, tert-butyl methyl
eﬂiumddimﬁboxydhm;mlmhnmdiqhylhmnemdmythyleﬂ:yl
ketone; esters such as methyl acetate, cthyl acotate, ethyl butyrate and ethyl benzoate;
halogenated hydrocarbons such as methylene chloride, chloroform and 1,1,1-
trichloroethane. Among them, aliphatic hydrocarbons, such as hexane and heptane
and aromatic hyderocarbons, such as benzene and toluene are preferred. Most
preforred are aromatic hydrocarbons and most preferred is toluene. The above
solvents may be used singly or in a combination of two or more solvents.

Temperature of the isolation and purification step is preferably at 0 to 80 °C, and
more preferably at 10 to 40 °C and most preferred at 20 to 30 °C

Following, separstion of the salts of the compounds of formula (IT) and (IV)
according to the shove method for isolation end purification, minor amounts of the
compound of formnla (IV) which is partly mixed in an aqueous layer of the salt of the
compound of formmula (1T} with an acid, and the like can be efficiently removed by
washing the aqueous layer with an organic solvent.

The salt of the diol of formula (II) may be used as an aqueous solution of the salt, and
if needed, it may be vsed as a solution in another solvent or a concentrate obtained by
concentration, solvent substitution or the like operation. Furthermore, it can be used
as 2 crystal obtained by crystallization or the like operation. However, it is usual that
the diol of formula (IT) is be used as a fiee diol form obtained by the following
operations: A mixture containing the diol of formuia (II) and an organic solvent
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and/or its concentrate is obtained by treating an aqueous layer with a general base
such as soditm hydroxide ar potassium hydroxide to contro} the pH of the aqueous
layer to be at least 9, preferably at least ll.ﬂlmexhlcﬁngtheﬁneaglinefo:mofﬂle
diol of formula (IT) with an organic solvent, followed by washing and concentrating
the extract. The chemical purity of the il of formula (II) obtained by the series of
isolation and purification method is usually at lcast 95%, preferably at least 97%,
more preferably at least 99% and most preferably at loast 99.5%.

On the other hand, the compound of formula (IV) obtained by the above operations
may be washed with an aqueous phase in order to improve chemnical purity of the
product. The compound of formula (IV) may be obtained as a free amine form by
treating the ammonium salt of the compound of formmla (IV), obtained by the above
operations, with a buse. The chemical purity of the diol of formula (IV) obtained by
the series of isolation and purification method is usually at least 95%, preferably at
least 97%, more preferably at least 99% and most preferably at least 99.5%.

The optical purity of the product obtained after separation of the enantiomers of
formula (IT) and (TV) as above, may be improved before further processing.
Improvement of the optical purity may be obtained by chromatography s described
in WO 03/011278 or by crystallisation of disstereomeric esters or salts with optically
active acids as described in US patent No. 4,943,590.

Accarding to a further embodiment of the invention, the mixture of compound of

forroula (II) and compound of formula (IV) which is separated by the above method
for isolation and purification has been prepared by the selective acylation and in
another embodiment by selective deacylation according to the invention.

The invention also relates to another novel method for the separation of the R- or 8-
diol of formula (II) from the acyl derivative of formnla (IV) of the other enantiomer
whereby the desired compound may be isolated and purified.

According to this other method for isolation and purificationthe acyl derivative having
the formula

PCT/DK2003/000537 '3\
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wherein R is cyano or a group which may be converted to & cyano group, Hal is
halogen, the dotted line represents a double or a single bond, Z is a group
—CHx-N(R'R'") wherein R'and R’* are C)s-alkyl, or R’and R”* are comnected to each
other to form & cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Z
is a group which may be converted to a dimethylaminomethyl group, Wis O or S;
and R? is -Y-R' wherin Y is a bond, O, S or NH and R' is Cy.10-alkyl, Ca.jo-alkenyl or
Ca.10-alkynyl all of which meay optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C;.;o-alkoxy, Ci.yo-alkylthio, hydroxy, halogen, amino,
nitro, cyano, C;.jg-alkylamino, di{C;.ie-alkyl)amino, aryl, aryloxy, aryithio and
heteroaryl, or R! is aryl, wherein any of the the aryl and heteroary! groups may
optionally be substituted one or more times with substituents selected from C, .30
alkyl, Cy.10-alkenyl, Cz.1o-alkynyl, C;.10-alkoxy, C;.;o-alkyithio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, C;j¢-alkylamimoand di~(C;.jo-alkyl)amino, or a salt thereof

and/or the diol of formula
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wherein R, Hal, the dotted line and Z are as defined above, or a salt thereof, iso
isolated from s mixture containing a compound of formula (IV) and a compound of
formula (II), by a method compriging:

B) treating said mixture containing the compound of formule (IV) and the diol of
formula (II) in & mixture of water, a protic organic solvent and an apolar orgamic
solvent;

b) separating the aqueous phase containing the diol of formula (II), from the
organic phase to obtain an organic phase containing the compound of formula (IV);

optionally isolating the diol of formula (II) and/or (IV) as a base and optionally
conversion of the compound of formula (1) and /or (IV) to a salt thereof

Any of the above isolated phases (aqueous and organic) may additionally be washed
one or more times with an organic or an-aqueous solvent, respectively to improve the
chemical purity of the product. '

According to one embodiment of the above method for isolation and purification, the
S-diol of the compound of formula (II) is separated from the R-enantiomer of the
compound of formmla (IV).

According to another embodiment of the above method for isolation and purification,
the S-enantiomer of the compound of formula (IV) is separated from the R~

enantiomer of the compound of formula (II).

Aecordingmoneethbodimunoﬂhni:wenﬁonkishﬂogmorcymo;preﬁmhly
cyano in the method for isolation and purification above.

According to another embodiment of the invention Hal is fluoro in the method for
isolation and purification above.

According to a preferred embodiment, the dotted line represents a gingle bond.
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In another embodiment of the invention, Z is dimethylaminomethyl or a group that
may be converted to a dimsthylaminomethyl group. Suitable Z is
dimethylaminomethyl.

According to a preferred embodiment of the invention Hal is fluoro, Z is
dimethylaminomethy], the dotted line is'a single band and R is cyano or halogen,
preferably cyano,

In a further embodiment of the invention the compound of formula (IV) in the method
for isolation and purification above, is a compound wherein Y is O, or S, preferably
Y is O and the other substituents arc as defined above. In a further embodiment of the
invention the compound of formula (IV) in the method for isolation and purification
above, is a compound, wherein Y is S.

In a firther embodiment of the invention the compound of formula (IV) in the method

for isolation and purification above, is 2 compound wherein Y is a bond and the other
substituents are as defined above.

In a further embodiment of the invention the compound of formula (IV) in the method
for isolation and purification above, is a compound wherein Y is NH and the other
substituents are as defined above.

In a preferred embodiment of the invention, the compound of formula (IV) in the
method for isolation end purification above, is 2 compound wherein R' is C; ¢-alkyl,
C..¢-alkenyl or C;s-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more
times with substituents selected from C,.¢-alkoxy, C;.¢-alkylthio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, C).s-alkylamino and di<(C).s-alkyl)amino, more prefemred R' is
C,4-alkyl, C;4-alkenyl or C24-alkynyl all of which may optionally be substituted one
or more times with substituents selected from C;4-alkoxy, Ci4-alkylthio, hydroxy,
halogen, amino, nitro, cyano, Cj.4-alkylamino end di-(C).4-alkyl)amino, preferably R!
is Cy3-alkyl, Czs-alkeny] or Ca.3-alkynyl all of which may optionally be substituted
one or more times with substituents selected from C,.a-alkoxy, C,.s-alkylthio,
hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C).3-alkylamino and di-(C;.3-alkyl)amino and
most preferred R’ is C).3-alkyl, in particular unbranched C).s-alkyl.
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Tn another preferred embodiment of the invention, the compound of formula (IV) in
the method for isolation and purification above, is a compound wherein R’ is as
follows: Cy.10-alkyl, C;.10-alkemryl or Ca.10-alkynyl all of which may optionally be
substituted one or more times with substituents selected from C,.o-alkoxy, Ci.10-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.s-alkylamino and di~(C,.10-
alky[)amino, more suitable R’ is Cy.1p-alkyl, Cz.1o-alkeny! or Cz.1g-alkynyl all of which
may optionally be substituted one or more times with substituents selected from
hydroxy, halogen, amino, nitro and cyaio, preferably R' is Cy.10-alkyl, preferably
vnbranched C.10-alkyl and more prefiesred R! is unbranched Ci10-alkyl

As an protic organic solveut which may be used in the isolation and purification step,
there may be mentioned, for example, alcohols such as methanol, ethanol, 1-propanol,
2-propanol, 1-butanol, 2-butanol and tert-butanol. The above solvents may be used
gingly or in a combination of two or more species.

As an apolar organic solvent which may be used in the isolation and purification step,
there may be mentioned, for example, hydrocarbons such as hexane, hoptane, benzene
and toluene; ethers such as diethyl ether, tert-butyl methyl ether and dimethoxyetheane;
halogenated hydrocarbons such as methylens chloride, chloroform and 1,1,1-
trichloroethane. Among them, preferred are hydrocarbons such as hexane; heptane,
benzene and toluene, and more preferred is heptane. The sbove solvents may be used
gingly or in a combination of two or more species.

According to a specific embodiment of the invention, the mixture of the compound of
formula (TV) and the diol of formula (II) used in the above method for isolation and
purification has been prepared by enzymatic acylation accarding to the invention and
in another embodiment by enzymatic deacylation according to the invention.

The optical purity of the product obtained after soparation of the enantiomers of
formula (If) and (IV) es above, may have to be improved before finther processing.
Improvement of the optical purity may be obtained by chromatography as described
in WO 03/006449 or by crystallisation of diastereomeric esters or salts with optically
active acids as described in US patent No. 4,943,590.
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The present invention also relates to a process for the preparation of escitalopram
having the formula

or a pharmaceutically acceptable salt thereof comprising preparation of the S-
enantiomer of a diol having the formula

OH
(g
10 Hal (Ils)
wheremn R is cyano or a group which may be converted to a cyano group, the dottad

line represents a double or a single bond, Z is a dimsthylaminomethyl group or a

group which may be converted to a dimethylaminomethyl group and Hal is halogen,
15  or a salt thereof,

or the S-enantiomer of an acylated diol having the formmla
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Hal (Ivs)

wherein R, Z, the dotted line snd Hal are as defined above, Wis O or S, and R? is
-Y-R!, wherein R' is Cy.1g-alkyl, Cy.i0-alkentyl or Cs.jo-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with substituents selocted from C;.jo-
alkoxy, Cj.jo-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.jc-alkylamino, di-
(Ciio-alkylamino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, ar R' is aryl, whercin sny
of the aryl and heteroaryl groups may optionally be substituted one or more times
with substituents selected from C;.1o-alkyl, Cz.10-alkemyl, C;.10-alkynyl, C; j0-alkoxy,
Ci.10-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Cy.e-alkylamino and di-(C;.10-
alkyl)amino and Y is a bond, O, S or NH or a salt thereof, in one embodiment by the
method for selective enzymatic acylstion according to the invention as defined in eny
of the embodiments above andr in another embodiment by the method for selective
enzymatic deacylation according to the invention as defined in any of the
embodiments above, optionally followed by, in either order, conversion of the group
R to a cyano group, reduction of 8 double bond represented by the dotted line,
convergion of the group Z to a dimethylaminomethyl group and /or conversion of the
group Hal to a fluoro group and ring closure under basic conditions of the S-
enantiomer of formula (1I8) or (IVs) or a Iabile ester derivative thereof to form a
compound of formula
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followed by, in either arder; if R is not cyano converion of the group R 1o a cyano
m,ifﬂmdott_edlinorqnumﬂadoublebondmdmﬁmh a eingle bond, if Z is
not dimethylaminomethyl conversion of the group Z to a dimethylaminomethyl group
and if Hal is not flnoro, conversion of Hal to a fluoro group, followed by isolation of
escitalopram or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

Accarding to one embodiment of the invemtion, the S-enantiomer of formmla (IIs)
above ar the S-eantiomer of formula (YVs) used for the preparation of escitslopram is
separated from the R-enantiomer of formule (IV) and (II) respectively, before
ringclosure.

According to one embodiment of the above method for the preparation of
eacitalopram the mixture of the R~ or S-enantiomer of a compound of formula (II) and
the oppogite enantiomer. of the compound of formula (IV) obtained by enzymatic
acylation has been separsted from each other by the isolation and purificstion process
acoording one of the above novel mefixods for isolation and purification. Accarding
to another embodiment, the mixtare has been separated by the other of the ebove
novel methods for isolation and purification.

According to still another embodiment of the above method for the preparation of
cscitalopram the mixture of fie R~ or S-enantiomer of a compound of formula (IT) and
the oppodite enantiomer of the compound of fornmla (IV) obtained by enzymatic
deacylstion has been separated from cach other by the isolation and purification
process according ons of the shove novel methoda for isolation and purification.
According to another embodiment, the mixture has been aeparated by the other of the
above novel methods for isolation and purification.
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According to another embodiment of the invention, the S-ensntiomer of formmia (fIs)
above or the S-enantiomer of formula (IVe) used for the preparation of escitalopram
i not scparatod from the R-enantiomer of formula (IV) and (II) respectively, before

ringclosure.

As mentioned above, the group R means cyano or any other group which may be
converted to a cyano group.

Groups which may be converted to a cyano group inchide halogen such as chloro,
bromo, iodo or fluoro, preferably chloro or bromo.

Other groups which may be converted to cyano include CF3(CF5),-S0,-O- , wherein
n is 0-8, -OH, -CHO, -CH;OH, -CH,NH;, -CHaNO,, ~CH;Cl, -CH,Br, ~-CHj, -NHR®, -
CHNOH, -COOR®, -CONR®R” wherein R? is hydrogen or Ci.¢ alkylcarbonyl, and R®

and R’ are selected from hydrogen, optionally substituted Cy. alkyl, aryl-Ci.¢ alkyl or
aryl and, a group of formula

210 11

R
Z

N1

whaerein Z is O or §; R®— R’ are cach independently selected from hydrogen and C;. 4
alky! or R® and R’ together form a C;.5 alkylene chain thereby forming a spiro ring;
R' jg selected from hydrogen and C;.¢ alkyl, R"! is selected from hydrogen, Cy.5
alkyl, a carboxy group or a precursor group therefore, or R'® and R!! together form a
Cy.5 alkyleno chain thereby forming a spiro ring.

'When R is halogen, in particular bromo or chloro, conversion to a cyano may be
carried out as described in US 4,136,193, WO 00/13648, WO 00/11926 and WO
01/02383.

According to US 4,136,193 conversion of a bromo group to 2 cyano group, ia carried
out by reaction with CuCN.
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‘WO 00/13648 and WO 00/11926 describe the conversion of a halogen or a triflate

group to a cyano group by cyanation with a cyanide source in presence of a Pd or Ni
catalyst.

Other processes for the conversion of a bromo compound to the corresponding cyano
dexivative involve reaction of the bromo compound with magnesinm to form a
Grignard reagent, followed by reaction with a formamide to form an aldehyde. The
aldehyde is converted fo an oxime or a hydrazone which is converted to a cyano group
by dehydration and oxidstion, respectively.

Alternatively, the bromo compound is reacted with magnesium to form a Grignard
reagent, followed by reaction with a compound containing a CN group bound to a

A detailed description of the above two procedures may be found in WO 01/02383.

Compounds wherein the group R is -CHO, may be converted to the corresponding

compounds wherein R is cyano by methods analogous to those described in WO
99/00210.

Compounds wherein the group R is NHR ', wherein R'? iz hydrogen or alkylcarbonyi,
may be converted to the corresponding compounds wherein the group R is cyano by
methods analogous to those described i WO 98/19512,
Compounds wherein R is a <COOR® group, may be converted to the comresponding
compound wheréin R is cyano by conversion to the amids via the corresponding acid
chloride or en ester theroof followed by delrydration of the amide. WO 01/68632.

Alternatively, a compound where R is —-COOH may be reacted with chlorosulfonyl
isocyanate in order to form the nitrile, or treated with a dehydmating agent and &
gulfonamide as described in WO 00/44738.

Compounds wherein the group R is -CONR'R'4, wherein R™ and R'* are selected
from hydrogen optionally substituted alkyl, aralkyl or aryl may be converted to the
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correspondingcymneompmmdbymﬁﬂ:ndsmﬂogoumthmdesm'bedinwo
98/00081 and WO 98/19511.

Compounds wherein the group R is a group of formula (VII)} may be converted to the

corresponding cymno compound by methods analogous to those described ine WO
00/23431.

Compounds wherein R is OH, -CH;OH, -CH;NH;, -CHaNO,, -CH,Cl, -CHaBr, -CHa
or any of the groups above, may be converted to the corresponding cyano compounds
by methods analogous to those described in WO 01/68632.

Racemic compounds of formula (If) may bo prepared by the methods described in the
above mentioned patents or by the alkylation method described in US patent No.
4.136.193 or the double grignard reaction described in EP 171 943 or by analogous
methods, Racemic compounds of formula (TV) may be prepared from racemic
compounds of formula (1) by non-selective acylation nsing anhydridss, esters,
carbonates, isocyanates or isothiocyanates as defined by formulas (Illa), (ITIb), (Ic),
R!-N=C=0 and R'-"N=C=S above.

In some cases the racemic compound of formula (II) may be availsble in the form of
an acid addition salt, such as the sulphate salt, and in this case a free base of the
compound of formula (1I) may be obtained by treating the salt with abasein a
mixture or water and an organic solvent, to transfer the compound of formula (IT) into
the organic phase.

Preferably, R is cyano in the compounds of romula (II), (Hs), (1), @V) @IVs) AVr)
and (V). IfR is not cyano, convemiondfthegtoupRtoucym group is suitsbly
carried out after ringclosure to form a compound of formula (V).

Preferably, Hal is fluoro in the compounds of romula (1), (Is), (Ifr), @AV) 0Vs) V1)
and (V).If Hal is not fluoro, conversion of the group Hal to a flnoro is suitably carried
out after ringclosure to form a compound of formmla (V). A procedure for carrying out
this conversion is described in Speciality Chemicals Magazine, April 2003, page 36-
38.
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Z groups which may be converted to dimethylaminomethyl are groups such as
~CHz-L, -CH;-NO,, -MgHal, cyano, aldchyde, -CHz-O-Pg, -CH:-NPg,Pg; , ~CH;-
NMePg, -CHy-NHCH;, -CHz-NHy, -CO-N(CHa)s, -CH(A'R%YA'RY),
(A'R")AR)A’R"), -COOR",-CH,-CO-NH,, <CH=CH-R" or~-CONHR",
wherein Pg is a protection group for m alcohol group, Pg, and Pg, are protection
groups for en smino group, R'> and R" are independently selected from Cy.¢ alkyl,
Cz. alkenyl, C;.6 alkynyl and optionally alky] substituted aryl or aralkyl groups or R'?
and R" together form a chain of 2 to 4 carbon atoms, each of R'*- R'® are
independently selected from Cy. alkyl, Cy alkenyl, 2,4 alkynyl and optionally C;.s
alkyl substituted aryl or aryl-C;.¢ alkyl, R"? is hydrogen or methyl and A', AZand A®
are selected form O and 8; L is a leaving group, such as halogen or -0-SO,-A wherein

A is Cy.¢ 3lkyl, Cy ¢ alkemyl, Cy 4 alkynyl or optionally Cy.5 alkyl substituted acyl or
aryl-Ci.s alkyL

In one embodimeént of the invention Z is dimethylaminomethyl, -CHx-L,
-CHz-NPg;Pg2 , -CHz-NMePg), -CH;- NHCH;, -CH;-NH;, -CO-N(CHj),, aldehyde
or -COOR"" in the compounds of formula (II), (0s), (TIr), (IV) (IVs) (IVr) and (V).

Compounds wherein Z is -CHz-O-Pg may be converted to the corresponding
compounds wherein Z is dimsthylaminomethyl by removal of the protection group to
form the corresponding alcobol and thereafter conversion of the alcohol group to a
feasible leaving group and reaction of the resulting compound with

a) dimethylamine or a salt thereof,

b) methylamine followed by methylation or reductive amination, or

c) with an azide followed by reduction to form the corresponding amine and
thereafter methylation or reductive amination, as described in WO 01/43525, WO
01/51478 or WO 01/68631 or by anslogous methods.

Compounds wherein Z is -CHj-L, wherein L is a leaving group, may be converted to
a dimethylaminomethyl group in the same manner.

Compounds wherein Z is -CO-N(CH,); and -CO-NHR'’, wherein R'?is hydrogen or
methyl, may be converted to the corresponding compounds wherein Z is
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dimethylaminomethyl by reduction of the amide snd if a primary or secondary amine
is formed, followed by methylation or reductive amination to form a

dimethylaminomethyl group ag described in WO 01/43525 or WO 01/68631 or by
apalogons methods.

Compounds wherein Z is -CH>NMe(Pg)) or -CHx-N(Pg1)(Pg2) may be converted to
thncmrapondingonmpomdwheminz.isdimd:hyhmimmethylbymovﬂofﬂxe
protection groupa, i.c. to obtain compounds wherein Z is -CH;-NH; or ~-CH-NMe and
thereafter methylation of the amino group or reductive amination to form a

dimethyaminomethy] group as described in WO 01/43525 or WO 01/68631 or by
analogous methods.

Compounds whersin Z is -CH(A'R'2(A’R"*) may be converted to the corresponding
compounds wherein Z is dimethylaminomethyl by deprotection to form an aldehyde
(compounds where Z is -CH,-CA'H) followed reductive amination with
dimethylamine to form a dimethylaminomethyl group as described in ' WO 01/43525
or WO 01/68631 or by analogous methods.

Compounds wherein Z is -C(A'R'“NA*R"*)A’R'®) may be converted to the
corresponding compounds wherein Z is dimethylaminomethyl

i) by hydrolysis to form a carboxylic acid or an ester thereof and thereafter
reduction to form an alcohol and thereaftar conversion of the alcohol group to a
feasible leaving group, followed by replacement of the leaving group with a
dimethylamino group as described above, or

i) conversion of the carboxylic acid or an ester thereof to an amide by reaction
with an amine of NH(Me),, NHzMe, NH; or a salt thereof followed by, in either
order, reduction of the amide and if necegsary methylation or reductive amination to
form a dimethrylemino group as described in WO 01/68631 or by analogous methods,

Compounds wherein Z is <COOR'” may be converted to the corresponding
compounds wherein Z is dimethylaminomethyl as described above, starting with the
carboxylic acid ester.

Compounds wherein Z is —CH;-CONHz may be converted to the corresponding
compound wherein Z is dimethyleminomethyl by treatment with hypohalide to form a
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primary amine followed by methylation of the free antino group or reductive

amination to form a dimethylaminomethyl group as described in WO 01/43525 or
WO 01/68631 or by analogous methods.

Compounds wherein Z is -CH=CHR'® may be converted to the corresponding
compound wherein Z is dimethylaminomethyl by oxidstion to form an aldehyde
which may be canverted to dimethylaminomeshyl by reductive amination as described
in WO 01/43525 or WO 01/68631 ar by sualogous methods.

Compounds wherein Z is cyano or ~CH,-NO; may be converted to the corresponding
compound wherein Z is dimethylaminomethyl by reduction followed by methylation
or reductive amination of the free of the amino group formed to form
dimethylaminomethyl as described in WO 01/68629 or by analogous methods.

Compounds wherein Z is -MgHal may be converted to the correspanding compound
wherein Z is dimethylaminomethyl by reaction with dimethylaminomsthy] alkyl
ether of fonnula (CH,);NCH20-alkyl as described in WO 01/68629 or by analogous
methods.

Preferably, Z is d:med:ylammomdhyl. If Z is not dimethylaminomethyl, conversion
of Z to a dimethylaminomethyl group is suitably carried out after ringclosure.

Suitably, Z is dimethylaminomethyl, -CHa-L, -CH;-NPg;Pg: , -CH,-NMePg,, -CH;-
NHCH;, ~CHz-NH,, aldehyde, -CO-N(CHs)z, -COOR'” when the dotted line
represents a bond,

Compounds of formula (I} or (IV) wherein Z is dimethylaminomethyl,

CHz-NPg: Pgz ,-CHy-NMcPg;, -CHz-NHCHj, or -CHz-NH,, in particular compounds
wherein Z is dimethylaminomethyl, -CHa-NHCHS,, or -CHz-NH,, are particularly well
suited for the method of purification isolation according to the invention, wherein the
compounds of formula (1Y) and (IV) are separated.

Inthacompomésofmmﬂa(ﬂ),(ﬂs),(ﬂ:).(l\')(Ns)(IVr)and(V).thedottedline
is preferably a single bond. Compounds wherein the dotted line represents a double
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bond may be converted to the corresponding compound wherein the dotted line is a
single bond by the methods described in WO 01/68630. Proferably the reduction is
carried out afier ringclosure.

Enantioselective ring-closure of the compounds of formmla (IVs) or (IIs) to form the
compounds of formula (V) may suitably be carried out by treatment of & labile ester
derivative of the compound with a base such as KOC(CHj); and other alkoxides, NaH
and other hydrides, tricthylamine, ethyldiisopropylamine or pyridine, at low
teruperatures in an inert organic solvent, such as tetrshydrofuran, toluens, DMSO,
DMF, t-butyi methyl ether, dimethoxyethane, dimethoxymethene, dioxane,
acetonitrite or dichloromethane. This process is described in US patent No.
4,943,590.

Ringclosure of the compound of formula (IIs), is suitably caxried out by treatment
with a base as described above in presence of an agent capable of forming a labile
group with the primary alcohol of the diol, such as methanesulfonyloxy, p-

toluenesulfonyloxy, 10-camphorsulfonyloxy, trifluoroecetyloxy and
triflucromethanesulfonyloxy and halogen.

In some cases, it may be advantageous to exchange the —~W-R> group in the compound
of formula (IVs), for a more labile group before ringclosure is carried.out. Such labile
groups (leaving groups) could typically be a group selocted from methenesulfonyloxy,
p-toluenesulforryloxy, 10-camphorsulfonyloxy, trifluoroacetyloxy and
trifluoromethanesulfonyloxy or halogen.

Typically, the compound of formula (IVs) is subjected to hydrolysis to form the
compound of formula (IIs) with aquesous base, such as NaOH, KOH or LiOH in
water or alcohol or a mixture thereof and then reacted with an activated leaving group,
such as for example mesylchloride or tosylchloride in en organic solvent in the
presence of an organic base.

The optical purity of the escitaloprem product msy have to be improved after
ringclosure. Jmprovement of the optical purity may be obtained by chromatography
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on a chiral stationary phase or by crystailisation of racemic citalopram base ar g salt
thereof according to the methods described in WO 03/000672.

The R-enaritiomer of the compounds of formula (II) and (IV) obtained sccording to
the invention may be used to prepare racemic citalopram and escitalopram by ring
closure in acidic environment according to the method described in WO 03/000672.
Suitsble acids for carrying out acidic ring closure are mineral acid, a carboxylic acid,
a sulfonic acid or sulfonic acid derivative, more suitable HySO4 or HyPQy.

Thus in another embodiment, the invention relates to a process for the preparation of
racemic citelopram and /or escitalopram or a pharmaceutically acceptable salt thereof
comprising preparation of the R-enantiomer of a diol having the formula

Hal (i)

wherein R is cyano or a group which may be converted to & cyano group, the doited
line represents am optinal bond and Z is a dimethylaminomethyl group or a group
which may be converted to a dimethrylaminomethyl group and Hal is halogen, or a salt
thereof,

or the R~ensnfiomer of an acylated diol having the formula
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wherein R, Z, the dotted line and Hal is as defined above, Wis O or S, and R? is -Y-
R', wherein R' is Cy.10-alkyl, Cz.10-alkenyl or Cy.1¢-alkyny] all of which may
optionally be subatituted one or more times with substituents selected from Ci.5o-
alkoxy, Ci.io-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cysno, C,-1o-alkylamino, di-
(C1-1e-alkyDamino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, or R' is aryl, wherein any
of the aryl and hetexoaryl groups may optionally be substituted one or more times
with substituents selected from C;.;9-alkyl, C;.10-glkenyl, C;-10-alkynyl, C;.1o-alkoxy,
C.1g-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C.jo-alkylamino and di-(C;.10-
alkyl)amino and Y is a bond, O, S or NH, or a salt thereof, in one embodiment by the
method for selective enzymatic acylation according to the invention as defined in any
of the embodiments above and in another embodiment by the method for aclective
enzymatic deacylation according to the invention es defined in amy of the
embodiments above, optionally followed by, in either order, conversion of the group
R to a cyano group, reduction of a double bond represented by the dotted line to a
single bond, conversion of the group Z to a dimethylaminomethyl group and /ar
convergion of the group Hal to a flucro group and ringclosure under acidic conditions

of the R-ecnantiomer of formula (Ilr) or (IVs) to form a mixture of the compound of
formula '
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wherin Hal, Z, R and the dotted line are as defined above, and a minor amount of the
corresponding R-enantiomer, followed by, in cither order; if R is not cysno
conversion of the group R to a cyano group, if the dotied line represents a double
bond reduction to 2 single bond, if Z is not dimethylaminomethy!l conversion of the
group Z to & dimethylaminomethy] group and i Hal is not fluoro, conversion of Hal
to & fluoro group, followed by isolation of escitalopram and/ or racemic citalopram or
a pharmacextically accoptable salt thereof, by precipitation of racemic citalopram free
base or a salt thereof and recovery of escitalopram form the mother liquor of the
nitati

Suitsbly, the above method for conversion of R-diol to escitalopram, is used for the
preparation of escitalopram.

The conversion of of the group R to a cyano group, reduction of a double bond
represanted by the dotted line to a single bond, conversion of the group Z to a
dmuﬂxyhnnnmneﬂmylgmupmdmvmunofﬁaltoaﬂumgmupmuybecamed
outudum‘bednbow.

According to one embodiment of the above method for the preparation of
escitalopram the mixture of the R- or S-enantiomer of a compound of formula (II) and
the opposite enantiomer of the compound of formula (IV) obtained by enzymatic
acylation has been separated from each other by the isolation and purification process
according one of the above methods for isolstion and purification. According to
another embodiment, the mixture has been separated by the other of the above
methods for isolation and purification.



10

15

20

30

WO 2004/014821 PCT/DK2003/000537
45

Accarding to still another embodiment of the above method for the preparation of
eacitalopram the mixture of the R~ or S-enantiomer of a compound of formule (II) and
the opposito enantiomer of the compound of formia (IV) obrtaimed by enzymatic
deacylation has been separated from each other by the isolation and purification
process according one of the above methods for isolation sud purification. According
to another embodiment, the piixture has been separated by the other of the above
methods for isolation and purification.

According to another embodiment of the invention, the S-enantiomer of formmla (JIx)
above or the S-enantiomer of formula (TVr) used for the preparation of escitalopram
is not separated form the R-cnantiomer of formmla (IV) and (IT) respectively, before
ringclosure.

The optical purity of the escitsloprem product may have 1o be improved after
ringclosure. Improvement of the optical putity may be obtained by. chromatography
on a chiral stationary phase or by crystallisation of racamic citalopram base or 8 salt
thereof according to the methods described in WO 03/000672.

As used herein, the term C,;p-alkyl refers to a branched or unbranched alkyl group
having from one to ten carbon atoms inclusive, such as methyl, ethyl, 1-propyl, 2-
propyl, 1-butyl, 2-butyl, 2-methy}-2-propyi, 2-msthyl-1-propyl, penty], hexyl and
heptyl. Cy¢-alkyl refers to a branched or unbranched alkyl group having from one to
gix carbon atoms inclusive, such as methyl, ethyl, 1-propyl, 2-propyl, 1-butyl, 2-butyl,
2-methyl-2-propyl, 2-methyl-1-propyl, pentyl and hexyl. C,4-alkyl refers to a
branched or unbranched alkyl group having from one to four carbon atoms inclusive,
such as methyl, ethyl, 1-propyl, 2-propyl, 1-butyl, 2-butyl, 2-methy}-2-propyl and 2-
methyl-1-propyl. Cy.3-alkyl refers to & branched or unbranched alkyl group having
from one to three carbon atoms inclusive, such as methyl, ethyl, 1-propyl, 2-propyl.

Similarly, C,-jo-alkenyl and C;.1o-alkynyl designato branched or unbranched alkenyl
and alkynyl groups, respectively, having from two to ten carbon atoms, including one
double bond and one triple bond respectively, such as ethenyl, propenyl, butemnyl,
ethynyl, propynyl and butynyl. Cz.s-alkenyl snd C;.¢-alkynyl designate branched or
unbranched alkenyl and alkynyl groups, respectively, having from two to six carbon
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atoms, inciuding one double bond and one triple bond respectively, such as ethenyl,
propenyl, butenyl, ethynyl, propynyl and butynyl. Cp4-alkemyl and C,-alkynyl
designate branched or unbranched alkeny! and alkynyl groups, respectively, having
from two to four carbon stoms, inchuding one double bond end anc triple bond
respectively, such as ethenyl, propeayl, butenyl, ethynyl, propynyl and butynyl. C,.5-
slkenyl and Cy-alkynyl designate branched or unbranched alkenyl and alkynyl
groups, respectively, having from two to three carbon atoms, inchuding one double

bond and one triple bond respectivoly, such as ethenyl, propenyl, ethynyl and
propynyl.

The terms C,.10 alkoxy, Ci.1o alkylthio, C;.1o alkylamino and di~(Ci.10-alkyl)amino etc.
designate such groups in which the alkyl group is Cy.yq alkyl.as defined shove. The
terms C; s alkoxy, Cig alkylthio, Ci4 alkylamino and di«(C,¢-alkyl)amino etc.
designste such groups in which the alkyl group is C,.¢ alkyl #s defined above. The
terms C,4 alkoxy, C,4 alkylihio, Ci4 alkylamino and di-{(C;.¢-alkyl)amino etc.
designate such groups in which the alkyl group is C)4 alkyl as defined above. The
terms C;.; alkoxy, C,; alkylthio, C,3 alkylamino and di-(C;.a-alkyl)amino etc.
designate such groups in which the alkyl group is C,.; alkyl as defined sbove,

Halogen means fluoro, chloro, bromo ar iodo.

The term aryl refers to a mono or bicyclic catbocyclic aramnatic group, such as phenyl,
or naphihyl, in particular phenyl

Aryloxy, arylthio refers to such a group wherein aryl is as defined above.
The term heteroaryl refers to a 5 or 6 membered monocyclic heteroaromatic group or

a bicyclic heteroaromatic group. Suitsble the heteroaryl group containg 1-3
heteroatoms selected fiom O, S and N.

R® and R! may together form a chain of 3 to 5 carbon atoms, thus forming an
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When Z is ~CH,-N(R'R"*) wherein R"and R"* connected to each other to form a
cyolic structure including the N-atom to which they are attached, the cyclic structure
form groups, such as groups include piperidin, pyrrolidin, morpholinyl and
piperazinyl.

HOBt means hydroxybenzotriazol and pfp meens pentafiuorophenol.
Experimentals

In the following examples % conversion and optical purity were measured and
calculated as described below:

HPLC analysis condition (for conversion rate) used for examples 1-28:

Column: YMC-Pack ODS-A 0.46 cm LD. x 25 cm (made by YMC Co., LTD))
Ehuent: 25 mM Phosphate buffer / Acetonitrile = 60 / 40

Flow mate: 1.0ml/min

Tempexature: 40°C

Detector wavelength: 237 nm

HPLC analysis condition (for conversion rate) used for examples 29-42:
Column: A Lichrospher RP-8 colummn, 250 x 4 mm (5 pm particle size)
Eluent: Buffered MeOH/wuter prepered as follows: 1,1 ml Bt;N added to 150 ml

water, 10% HaPOu(aq) is added to pHi=7 and water is added to a total of 200 ml. The
mixture is added to 1,8 L. MeOH.

Temperature: 35°C

Flow rate: 1 mL/min
Presgure: 16,0 MPa
Detection: UV 254 nm
Injection volume: 10 microl.

Conversion rate (%) = P/(S+P) x 100, (P: amownt of product, S: amount of residual
substrate).
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HPLC analysis condition (for optical parity) used for examples 1-28:

Column: Chiralpak AD 0.46 em LD. x 25 cm (made by DAICEL CHEMICAL
INDUSTRIES, LTD.)

Eluent: Heptane / methanol / ethenol / diethylamine =85/7.5/7.5/0.1

Flow rate: 1.0ml/min '

Temperature: 30°C

Detector wavelength: 240 nm

Conversion rate (%) = P/(S+F) x 100, (P: amount of product, S: amount of residual
substrate)

Super critical fluid chromatogeaphy. Analysis condition (for optical purity) used for
examples 29-42:

Colunm: Daicel AD column with the dimensions 250 x 4,6 mm (5 um particle size)
Mobile phase: Carbon dioxide
Modifier: Methanol with diethylamine (0.5%) and trifluoroacetic acid (0.5%).
Modifier gradient: 1-2% in 4 mimmtes

2-4% in 4 mimutes

4-8% in 4 minutes .

8-16% in 4minutes

16-32% in 4 minutes

32-45% in 1,62 minutes

Temperature: Ambient temperature
Flow rate: 2 mL/min

Pressure: 20 mPa

Detection: UV 230 nm and 254 om
Injection volume: 10 micxroL

Optical purity (% ee) = (A-B) / (A+B) x 100, (A and B represent corresponding stereo
isomer, A>B)

E-value = In ((1-/100) x (1-Es/100)) / ln ((1-/100) x (1+E«/100))
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(c: convertion ratio, Es: optical purity of residual substrate)
Example 1

4-Di lamino-1- (4°-fh 1)-1- 1]-3- 1-
benzonitrile

Water (200.7 g) and toluens (440.8 g) was added to (+)-4-{4-dimethylamino-1-(4'-
flucrophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile, 1/2 sulfuric acid salt
(100.4 g, 0.257 mol), then stirred for 15 minutes and the temperature thereof was
raised up to 60°C. Subsequently, 30% NaOH (34.5 g, 0.259 mol) was added dropwise
over 5 minutes until pH of aqueous layer reached 11.4, and stirred for 30 minutes.
After stirring, the mixiure was allowed to stand for 5 minntes, and separated. The
aqueous layer was discarded, and thus-obtained orgamic lsyer was washed with 220.0
g of water, and further, concentrated under reduced pressure at 60°C to remove away
the remaining moisture. The conceniration was adjusted by addition of toluene, to
thereby obtain 583.1 g of a solution of 4-[4-dimethylemino-1-(4'-fluorophenyl)-
1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene (content of pure 4-[4-
dimethylamino-1-(4'-fluorophemnyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile:
87.6 g, yield: 99.7%, 0.256 mol). Then, 52.5 g of toluens was poured onto 17.5 g of
an immobilized enzyme (Novozym 435), then 583.1 g of the solution of 4-[4-
dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymethylbenzonitrile in
toluene was added, and the temperature of the mixture was controlled to 40°C.
Subsequently, a mixed solution contrining pivalic acid (28.7 g, 0.281 mol), vinyl
butyrate (29.2 gm 0,256 mol) and tolueno (28.8 g) was added into the sbove mixture
over 20 minutes, and the mixture was stirred at 40°C for 12 hours under a slight flow
of nitrogen. After cooling the mixture over 2 hours so as to be 20°C, the mixture was
stirred for 1 hour at the game temperature, and stirring was stopped. The enzyme was
filtrated, and then the enzyme was washed twice with 105 g of toluens, and these
toluene layers were combined. The toluene layer contained 583.1 g of a solution of 4-
[4-dimethylamino-1-{4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile
in toluene (content of pure (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile: 36.0 g, yield through the enzymatic
"resolution process: 41.1%, 0.105 mol).

%2
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A mixed solution containing the supernatant and washing fluid was extracted three
times with water (438 g, 263 g x 2), and 1005.4 g of the obtained aqueous layer was
washed with 79 g of toluene for five times. As a result, it was obtained 985.2 g of an
aqueous solution of (8)4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyi]-3-
hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt {content of pure (S)4-{4-
dimethylamino-1-(4'-fluorophanyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile:
32.6 g, yield (through the proceas from the extraction with water to washing with
toluene): 90.6 %, 0.0952 mol}. To thns-obtzined 985.2 g of an aqueous sohution of
(S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-
hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt was added 218.2 g of toluene.
Subsequently, 30% NaOH (13.3 g, 0.0998 mol) was slowly added to the mixture with
stirring, vmtil pH of aqueous layer resched 11.9, and the mixture was kept stirred for
30 mimmtes. After stirring, the mixture was allowed to stand 30 mimites and the
toluene layer was separated, and the remaining aqueous layer was re-extracted with
142.5 g of toluene. The cambined toluene layer was washed twice with 169.0 g of
water, concentrated at 60°C under reduced preesure, to thereby obtain 64.0 g of a
solution of (S)-4-{4-dimethylamino-1-(4"-fluorophemyT)-1-hydroxybutyl}-
3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene. Said toluene solution contained 32.0 g
(0.0935 mol) of (S)-4-]4-dimethylamino-1-(4"-fluoropheayl)-1-hydroxybutyl}-3-
hydroxymethylbenzonitrile. Overall yield was 36.4%. The optical purity determined
by HPLC was 98.7 % ee, and chemical purity was 99.9 area %, {(R)-5-cyano-2-
[dimethylamino- (4°-fluorophenyl)-hydroxybuty!] benzyl butyrate: 0.04 area %.

In the above system, the above "chemical purity” is represented by the following
equation. :

(Chemical purity) = {Area value of 4-{4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl}-3-hydroxymethylbenzonitrile] / [(Area value of all detected
compounds) - (Area value of toluene) - (Area value derived from the system)] x 100
(arca %)

Example 2
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A test tube equipped with a stopper was charged with 50 mg ( 0.146 m mol ) of ()4~

[4-dimethylamino-1-(4"-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymethyibenzonitrile,

25 mg of various kinds of lipases, 33 mg ( 0.29 m mo} ) of vinyl butyrate and 1 mil of

toluene, and stirred at 40°C for 16 hours. For the substrate with the optical purity of at
S  least 50% ee, E-values were calculated. The results are shown in Table 1.

Emy=s Oxigin " Cowenicn  Opticalprlty Confipation . Bvahm
o0
Thcnyme TL. 4 (de by Novozynns ATE | Tharmompas lomginong. F13 o ]
Novagym 435 (made by Novozymes A/S |  Ciandidy anmretion 5.7 964 &) 18
Nowe Li6
Table 1
10 Example3

A test tube equipped with a stopper was charged with 10 to 100 mg { 0.029 to 029 m
mol ) of (+)-4-[4-dimethylamino-1-(4fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-
hydroxymethylbenzonitrile, 10 to 100 mg of Novozym 435 (product of Novozymes,

15  B/S matio=1.0), 33 to 333 mg ( 10 eq. ) of vinyl butyrato and 1 ml of toloens, and
stirred at 30°C for 16 hours. The results are shown in Teble 2.

(%) (%) (%e.0)
529 93,7 ) 38
2 542 88,6 ®) 20
5 63,1 87.9 (5)
10 65,0 92,6 ) 9
Table 2

20
Example 4

A test tube equipped with a stopper was charged with 100mg(0.2921;1mol)of(:|:)—
4-[4-dimethylamino-1-(4"-flucrophenyl)-1-hydroxybutyl)-3-hydroxymethyl-
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benzonitrile, 50 mg of Novozym 435 (product of Novozymes), 333 mg ( 2.92 m mol )
of vinyl butyrate, 0.292 m mol of vartious kinds of additives and 1 ml of toluene, and
stirred at the temperature of 40°C for 16 hours. The results are shown in Table 3.

Bemzoic acid  APyridine 58.1 973 ) 23
None 73,5 974 ) 8
Table 3

Example 5

In a 200-ml four-necked flask equipped with a stirrer and a thermometer, 1.5 g ( 4.38
m mol ) of (&)-4-[4-dimethrylamino-1-(4'-flnorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-
hydroxymethylbenzonitrile was dissolved in 30 ml of toluene, then 0.45 g of
Novozym 435 (product of Novozymes), 0.347 g ( 4.38 m mol ) of pyridine, 4.38 m
mol of various kinds of acids and 1.00 g ( 8.76 m mol ) of vinyl butyrate were added,
and stirred at 40°C for between 16 and 21.5 hours. The result is shown in Table 4.
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54,7 S 33
p-Bihylbenzoic acid 649 97,5 ) 13
0 -Toluic acid 64,5 © 973 £)) 1B
m-Tohuic acid 66,3 96,6 ) 11
p-Toluic acid 554 98,9 &) 44
0 -Anisic acid 59,3 94,9 ) 17
4-Chlorophenyiacetic acid 59,5 " 96,3 5) 18
3-Phenylpropionic acid 462 744 $) 31
1-Naphthoic acid 61,8 833 ) 6
Benzoic acid 59,7 9,9 ) 37
Butyric acid 53,7 29,6 ©) 24
Tsobutyric acid 61,8 97,1 ) 16
Isovaletic acid 553 948 ) 27
Pivalic acid 58,2 97,8 ©) 25
Caproic acid 60,3 96,1 ) 17
Cyclobsmecarboxylic acid 55,2 954 ) 30
Nons 59,1 95.5 () 18
Table 4

Example 6

In a 200-m} four-necked flask equipped with a stirrer and e thexmometer, 3.0 g ( 8.76
m mol ) of (£)-4-[A-dimethylamino-1-(4'-finorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3~
hydroxymethylbenzonitrile was dissolved in 30 ml of toluene, then 0.9 g of Novozym
435 (product of Novozymee), 0.693 g ( 8.76 m mol ) of pyridine, 8.76 m mol of
various kinds of acids and 2.00 g { 17.52 m mol ) of vinyl butyrate were added, and
stirred at 40°C for between 15.5 and 16.5 hours. The resulis are shown in Tabls 5.
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BReaction time Convemion Optioal purity Configurstion  E-value

Example 7

_ In 8200-ml four-necked flask equipped with a stirrer and a thermometer, 4.5 g ( 13.1

m mol ) of (&)-4-{4-dimethylamino-1-(4"-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-
hydroxymethylbenzonitrile was dissolved in 30 ml of toluene, then 0.90 g of
Novozym 435 (product of Novozymes), 2.68 g ( 26.2 m mol ) of pivalic acid and

0.900 to 1.500 g ( 0.6 to 1.0 eq.) of vinyl butyrate were added, and stirred at 40°C for
24 hours. The results are shown in Table 6.

Baquivalent of Vinyl butyrste  Conversion  Optical pmity Configoration E-value

%) (%e.0)
0,6 453 73,8 ) 32
08 544 95.9 (s) 35
1,0 54,8 96,5 ) 35
Table 6
Example 8

In a 500-ml separable flask equipped with a stirrer and a thesmometer, 20.0 g (584
mmo}) of ()-4-(4-dimethylemino-1-(4*-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl)-3-
hydroxymethylbenzonitrile was dissolved in 144 ml of toluene, then pivalic acid (1.1
to 3 eq.), 4.0 g of Novozym 435 (product of Novozymes) and 6.67 g (58.4 m mol ) of

vinyl butyrate were added, and stirred at 40°C for 20 to 24 hours in a flow of nitrogen
(5 ml/min). The results are shown in Teble 7.
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quivaleat of Pivalic acid Reaction ime Conversion Optical purity Configuration  B-value

(hre) o) (%e.e)

- ____ . ___— " - . __ ]

0 215 70,7 98,0 ) 9

1,1 21 59,9 98,2 ) 21

1,5 20 58,0 98,0 (5) 26

20 21 569 98,0 &) K}

30 24 55,2 973 (S) s
Table 7
Example 9

A test tube equipped with a stopper was charged with 10 mg ( 0.029 m mol ) of (x)4-
[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymethylbenzonitrile,
10 mg of Novozym 4335 (product of Novozymes), 0.29 m mol of various kinds of acyl
donor and 1 ml of diisopropyl ether, and stirred at 30°C for 16 hours. For the
substrate with the optical purity of at least 30% ee, E-values were calculated. The
results are shown in Table 8.

(%) (%eo.0)
Vinyl acetate 55,0 359 (s)
Vinyl propionats 46,8 539 () 7
Vimyl butyrate 66,3 98,3 () 13
Viayl caproaic 4,6
n -Butyric anhydride 6,0 76,7 (s) 4
ir0 -Valeric anhydride 386 5,80 )
is0 -Butyric anhydride 32,5 330 6
Table 8
Example 10

A test tube equipped with a stopper was charged with 10 mg ( 0.029 m mol ) of (&)-4-
[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile,
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10 mg of Novozym 435 (product of Novozymes), 33 mg ( 0.29 m mol ) of vinyl
butyrate end 1 ml of various kinds of solvents, and stirred at 30°C for 16 hours. After

the reaction, converted ratios and optical purities were analyzed and B-values were
calculated. The results are shown in Table 9.

Solvlnt Convemion | Optical purity | Configuration}  E-vaiue
| I LR R

tert-Butyl nethyl ether 3 91,8 ) 14
1,4-Dioxane 11,1
Tetmhydrofimn 6,19
Diisopropyl ether 663 983 ) 13
Dicthy] ether 57 | 958 ) 17
Acetone 11,8
Methyl isobutyl ketone 330
Bthano)] 7.09
Butanol 6,56
Ethyl acetsts 108
Butylacetste . |- 117
Toluone 529 93,7 {$) 33
Heoane 407
Dichlorosthane 138
Acetonitrile 55
Dimethy Hbrmamide 583
Dimethylbuifoxide 378

5 Vinyl butymte 570 95,0 () 2
Table 9
Example 11

10

A 200-ml four-necked flask equipped with stirrer and thermometer was charged with
09t 135¢g (EIS ratios are 0.2 to 0.3) of Novozym 435 (product of Novozym). A
solution of 4.5 g (13.1 mmol) of ()-4-[4-dimethylamino-1-(4"-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile in 30 ml of tolueme, 2.01 g of pivalic acid
15 (19.7 mmol ), and 1,50 g ( 13.1 m mol ) of vinyl butyrate was added into the flask,
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and stirred at between 35 and 45°C for 21 hours. After the reaction, reaction fiuid was
separated by decantation, and the remaining enzyme was washed with 30 ml of
toluene and recovered. The same operation as described above except for using the
recovered enzyme was repeated four times to carry out the recycle reaction. Enzyme
aclivities were calculated according to the following equation. The results are shown
in Table 10.

Enzyme activity (U/g) = (Product amount produced per minute (pmol/min)) /
(Enzyme weight ()) |

Batches BEaoxyme activity (U/g)
35°C(B/S=030) 40°C(E/S=025) 45 °C (B/5=0.20)
1 8,61 12,75 1737
2 10,31 12,93 17,70
3 9,75 12,50 15,48
4 939 12,16 15,06
5 9,01 11,14 13,10
Table 10
Example 12

(S)y-4-[4-Dimethylamino-1- (4'-fiuarophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymetiryl-

benzonitrile pivalic acid salt

A four-necked flask equipped with stirrer and thermometer was charged with 66.6 g
of a solution of 10.0 g (0.029 mol) of (*)-4-{4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene, and the temperature thereof
was controlled so as to be 40°C. Then, 2.27 g (0.029 mol) of pyridins, 2.98 g (0.029
mol) of pivalic acid, 3.35 g (0.029 moY) of vinyl butyrate, and 2.0 g of an immobilized
enzyme (Novozym 435) was added into the sbove mixture. The reaction mixture was
atirred at 40°C for 15 hours under a slight flow of nitrogen and stixring was stopped.
enzyme was washed with 21.6 g of toluene. As a result, it was obtained (S)- 4-[4-

PCT/DK2003/000537 é l
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dimethylamino-1-{4"-fluorophenyl)-1-hydroxybutyi]-3-hydroxymethyIbenzonitrile
(3.6 g, 0.011 mol, yield: 36.0%, optical purity: 98.5 %ee), pivalic acid salt.

The combined toluene layer was washed three times with water (50 ml, 30 ml, 30 mf)
at 20°C, and an aqueons layer containing (S)-4-[4-dimethylamino-1-{(4'-fluorophenyl)-
1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile (3.5 g, 0.011 mol, extraction yield:
95%), pivalic acid salt was obtained.

_ Example 13
S)-4-[4-Di ino-1- (4*- h 1-h; 1]-3- i-
benzonitrile pivalic acid salt

A fournecked flask equipped with stimrer and thermometer was charged with 66.7 g
of a solution of 20.0 g (0.058 mol) of (£)-4-[4-dimetirylamino-~1-(4"-Buorophenyl)-1-
hydroxybutyi}-3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene, and the temperature thereof
was controlied so a3 to be 40°C. Then, 5.93 g (0.058 mol) of pivalic acid, 6.62 g
(0.058 mol) of vinyl butyrate, and 4.1 g of an immobilized enzyme (Novozym 435)
was added into the above mixture. The reaction mixture was stirred at 40°C for 18
hours under a slight flow of nitrogen end stirming was stopped. 'Iheenzymewu
filtrated from the reaction mixture with Kiriyama funne], and the enzyme was washed
with41.3 gof toiume. As a result, 6.7 g (0.020 mol) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-
(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt was
obtained in the toluene solution, with a yield of 33.5% and an optical purity of 99.7
%ee.

Example 14

S) 4-[4-Dimethylamino-1- (4'- 0-1-h 1}-3- L
benzonitrile cyclohexanecarboxylic acid salt

A four-necked flaek equipped with stirrer and thermometer was charged with 250.0 g
of & solution of 25.0 g (0.073 mol) of (+)4-{4-dimethylmino-1-(4* fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene, and the temperature thereof
was controlled so as to be 40°C. Then, 5.77 g (0.073 mol) of pyridine, 8.33 g (0.073
mol) of vinyl butyrats, 9.52 g (0.073 mol) of cyclohexanecarboxylic acid, and 5.0 g of

Ll
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an immobilized enzyme (Novozym 435) was added into the ehove mixture. The
reaction mixture was stirred at 40°C for 17.5 hours under a slight flow of nitrogen and
stirring was stopped. The enzyme was filtmted, and washed with 54.1 g of toluene.
As a result, a toluens layer containing (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile (8.6 g, 0.025 mol, yield: 34.4%, optical
purity: 98.7% ee), cyclohexanecarboxylic acid salt was obtained.

The combined toluene layer was washed five times with water (187.5 ml x 5) at 20°C,
and an aqueous layer containing (S)-4-{4-dimethylamino-1-(4'-flunorophenyi)-1-
hydroxybutyl]}-3-hydroxymethylbenzonitrile (7.6 g, 0.0221 mol, extraction yield:
89%), cyclohexanecarboxylic acid salt was obtained.

Example 15
$)-4-[4-Di lamino-1- (4’-f} 1)-1- 1-
benzonitrile o-toluic acid salt

A four-necked flask equipped with stirrer and thermometer was charged with 250.0 g
of a solution 0f 25.0 g (0.073 mol) of (+)-4-[4-dimethylamino-1-(4"-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene, and the temperature thereof
was conirolled so as to be 40°C. Then, 5.77 g (0.073 mol) of pyridins, 8.33 g (0.073
mol) of vinyl butyrate, 9.93 g (0.073 mol) of o-toluic acid, and 5.0 g of an
immobilized enzyme (Novozym 435) was added into the above mixtare. The reaction
mixture was stirred at 40°C for 21 hours under a slight flow of nitrogen, and then
stirring was stopped. The cazyme was filtrated from the reaction mixture with
Kiriyama funnel, and washed with 54.1 g of toluene. As a result, a toluene layer
containing (S)-4{4-dimethylemino-1-(4"-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-
3-hydroxymethylbenzonitrile (9.7 g, 0.028 mol, yield: 38.8%, optical purity: 97.8%
ee), o-toluic acid salt was obtained.

The combined toluene layer was washed three times with water (250 ml, 63 ml, 63
ml) at 60°C, and an aqueous layer containing (S)-4-{4-dimethylamino-1-(4'-
fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymethylbenzomitrile (7.8 g, 0.0228 mol,
extrection yield: 80%), o-toluic acid salt was obtained.

PCT/DK2003/000537 (:5
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Example 16
S)4-{4-Di lemino-1- (4°- D-1-h 1]-3- -
benzonitrile isobutyric acid salt

A four-necked flask equipped with stirrer and thermometer was charged with 33.3 g
of 8 solution of 10.0 g (0.029 mol) of (+)4-[4-dimethylamino-1-{4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene, and the terperature thereof
'was controlled so as to be 40°C. Then, 2.29 g (0.029 mol) of pyridine, 2.57 g (0.029
mol) of iso-butyric acid, 3.33 g (0.029 mol) of vinyl butyrate, and 2.0 g of an
immobilized enzyme (Novozym 435) was added into the above mixture. The reaction
mixture was stirred at 40°C for 24 hours under & slight flow of nitrogen and stitring
was stopped. The enzyme was filtrated off from the reaction mixture with Kiriyama
fimnel, and washed with 21.6 g of toluene. As a result, a toluene layer containing (S)-
4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyf]-
3-hydroxymethylbenzonitrile (3.8 g, 0.011 mol, yield: 38.0%, optical purity: 95.9%
ec), isobutyric acid salt was obtained.

Example 17
S)-4-[4-Di lamino-1- (4"-fl D-1-h 3- -
benzonitrile benzoic acid salt

A four-necked flask equipped with stirrer and thermometer was charged with 250.0 g
of a solution of 50.0 g (0.146 mol) of (+)-4-[4-dimethylamino-1-(4"-Buorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydraxymethylbenzonitrile in toluene, and the temperature thereof
was controlled so as to be 40°C. Then, 11.5 g (0.146 mol) of pyridine, 33.2 g (0.291
mol) of vinyl butyrate, 17.8 g (0.146 mol) of benzoic acid, and 10.0 g of an
immobilized enzyme (Novozym 435) was added into the above mixture. The reaction
mixture was stirred at 40°C for 20 hours under a slight flow of nitrogen, and then
stirring was stopped. The enzyme was filtrated from the reaction mixture with
Kiriynmafunnel. and washed with 108 g of toluene. As a result, a toluene layer
containing (S)-4-{4-dimetbylamino-1-(4'-flucrophenyl)-1-hydroxybutyi]-
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3-hydroxymethylbenzonitrile (22.0 g, 0.064 mol, yield: 44.0%, optical purity: 99.0%
ee), benzoic acid salt was obtained.

The combined toluepe layer was washed three times with water (500 ml x 3) at 60°C,
and an aqueous layer containing (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile (21.0 g, 0.0614 mol, extraction yield:
96%), benzoic acid salt was obtained.

The following examples 18 to 28 illustrate the separation of S-diol from the reaction
mixture.

Example 18

A test tube equipped with a stopper was charged with 4.3 mg (0.0126 mmol) of (S)4-
[4-dimethrylamine-1-(4"-flucrophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile
(compound A), 6.8 mg (0.0165 mmol) of (R)-5-cyano-2-{4-dimethylamino-1-{4'-
fiuorophenyl)-1-hydroxybutyl}-benzy! butyrete (compound B), 1 ml of toluene, 1 ml
of water, and 0.291 m mol of various kinds of acids (in the case of a dibasic acid,
0.146 m mol is used), and stirred at 40°C for 1 bour. Thus-obtained mixed solvent
was separated into aqueous layer and toluene layer, and then the concentrations of
compound A and B in each layer were measured. Partition coefficients Ka or Kb are
calcnlated according to the following equation. The results are shown in Table 11.
Ka = (Concentration of the compound A in aqueous layer) / (Concontration of the
compound A in toluense layer) '
Kb = (Concentration of the compound B in aqueous layer) / (Concentration of the
compound B in toluene layer)

PCT/DK2003/000537 6 S
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Partition coefficient Ka/Kb

Ka b

30,7 045 683
195 008 237
130 006 212
708 031 226
28 030 767
498 004 122
701 0,06 123
144 012 120
228 003 T30
911 005 172
600 003 215
597 002 249
271 038 711
923 007 136
123 010 122

0,87 0,04 4.9
567 0,02 129
18,4 0,08 44
392 0,17 225
244 0,10 241

903 010 926
504 003 181
389  0m 168
208 033 638
743 029 254
168 015 113
164 361 454
8BS 129 98
1092 573 190
241 044 546
31,1 103 30,0
017 008 22

Table 11

Ll
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Example 19
Sy4-{4-Di lamino-1- (4’-fl 1] -3-) 1-
benzonitrile pivalic acid salt

The enzyme was filtrated from the enzyme reaction mixture obtained by the method
according to Example 1, and washed twice with toluene. Thus-obtained 1174.3 g of a
toluene solution containing (S)- 4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzomitrile (44.8 g, 0.131 mol), pivalic acid salt was
added 6003 g of water and extracted. Further twice extraction with 359.7 g of water
gave 1375.9 g of an aqueons solntion of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4"-fluorophenyl)-
1-hydroxybutyi]-3-hydroxymethyibenzonitrile, pivalic acid salt. The aqueous solution
contained 43.8 g (0.128 mol, yield: 97.8%) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-
fiuoropheayt)-1-bydroxybutyl]-3-bydroxymethylbenzonitrile. Optical purity:
98.4%ee, (R)-5-cyeno-2-{dimethylamino-(4'-finorophenyl)-hydroxybutyl)

benzyl butyrate: 10.7 arca%.

Example 20

To 12.6 g of an aqueous solution of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile pivalic acid salt {content of (S)-4-[4-
dimethylamino-1-(4’-flucrophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymethylbsnzonitrile:
0.4 g 1.168 mmol}, which was scparately obtained according to the method of
Example 19, was added with 1.4 g (0.018 mol) of ammonium acetate. Then 1.0 g of
toluene was added therein and the mixture was stirred for 10 mimutes. After standing
for 30 minntes, the organic layer was discarded by separating the mixture solution,
and an aqueous Iayer containing (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-flucrophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile (0.389 g, 1.136 mmol, yield: 97.3%),
pivalic acid salt was obtained. By HPLC analysis, it was found that chemical purity
was 97.3 area % and (R)-5-cyano-2-[dimethylamino- (4’-flucropheny)-hydroxybutyl]
benzyl butyrate: 1.5 area % was contained.

PCT/DK2003/000537 b’{
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Example 21
S)-4-]4-Dimethylamino-1- (4’-fl 1-h -3- 1-
benzonitrile pivalic acid salt

To 12.6 g of an aqueous solution of (S)-4-[4-dimethylamino-1-
(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile pivalic acid salt
{content of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-
hydroxymethylbenzonitrile: 0.4 g, 1.168 mmol}, which was separately obtained
according to the method of Example 19, was added with 1.4 g (0.013 mol) of lithium
sulfate. Then 1.0 g of toluene was added therein and the mixture was stirred for 10
minutes. After standing for 30 minutes, the organic layer was discarded by separating
the mixture solution, and an aqueous Iayer containing (S)-4-[4-dimethylamino-1-
(4’-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymetirylbenzonitrile, pivalic acid salt
(0.394 g, 1.151 mmol, yield: 98.5%) was obtained. By HPLC analygis, it was found
thst chemical purity was 93.7 area % and (R)-5-cyano-2- [dimethylamino- (4'-
fluorophenyl)-hydroxybutyl] benzyl butyrate: 5.5 area % was contained.

Example 22
SH4-[4-Di lamino-1- (4’- 1-h -3-! -
benzonitrile pivalic acid salt

To 12.6 g of an aqueons solution of (S)-4-[4-dimethylamina-1-(4’-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile pivalic acid salt {content of (S)-4-[4-
dimethylamino-1-(4’-flucrophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile:
0.4 g, 1.168 mmol}, which was scparately obtained according to the method of
Example 19, was added with 1.4 g (0.011 mol) of ammonium sulfate. Then 1.0 g of
toluene was added therein and the mixture wes stirred for 10 minutes. After standing
for 30 minutes, the organic layer was discarded by separating the mixture solution,
and an aqueous layer contsining (S)-4-[4-dimethylemino-1~(4"-fluorophenyf)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt (0.397 g, 1.159 mmol,
yield: 99.3%) was obtained. By HPLC analysis, it was found that chemical purity was
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94.7 area % and (R)-5-cyano-2- [dimethylamino- (4’-flucrophenyl)-hydroxybutyl)
benzyl butyrate: 4.5 area%, was contained.

Example 23
S)-4-[4-Di lamino-1- (4"- I)-1- 3 1-
Benzonitrile pivalic acid salt

To 12.6 g of an agueous solution of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-flucrophenyi)-1-
hydroxybutyl}-3-hydroxymethylhenzonitrile pivalic acid salt {content of (S)-4-[4- -
dimethylamino-~1-(4'-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile:
0.4 g, 1.168 mmol}, which was separately obtained according to the method of
Example 19, waa added with 1.4 g (0.0099 mol) of sodium sulfate. Then 1.0 g of
toluene wes added therein and the mixture was stirred for 10 minutes. After standing
for 30 minutes, the orgmic layer was discarded by separating the mixture soluation,
and an aqueous layer containing pivalic acid salt of (S)-4-{4-dimethylamino-1-(4"-
flucrophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile (0.391 g, 1.142 mmol,
yield: 97.8%) was obtained. By HPLC analysis, it was found that chemical purity was
94.5 arca % and (R)-5-cyano-2- [dimethylamino- (4"-fluorophenyl)-hydroxybutyl]
benzyl butyrate: 4.7 area % was contained.

Example 24

(S)4{4-Dimsthylamino-1- (4*-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-rydroxymethy}-
benzonitrile pivalic acid salt

To 12.6 g of an aqueous solution of (S)4-[4-dimethylamino-1-
(4’-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-bydroxymethylbenzonitrile pivalic acid salt
{content of (S)-4-{4-dimethylamino-1-(4’-flucrophenyl)-1-hydroxybatyl]-3-
hydroxymethylbmmhﬂe. 0.4 g, 1.168 mmol}, which was separately obtained:
according to the method of Example 19, was added with 0.7 g (0.012 mol)of sodium
chloride. Then 1.0 g of toluene was added therein and tho mixture was stirred for 10
minutes. After standing for 30 minutes, the organic layer was discarded by separating
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the mixture solution, snd an aqueous lsyer containing pivalic acid salt of (S)-4-[4~
dimethylamino-1-(4’-fluorophenyi)-1-hydroxybutyl}-

3-hydroxymethylbenzonitrile (0.397 g, 1.159 mmol, yield 99.3%) was obtained. By
HPLC snalynis, it was found that chemical purity was 93.3 area % and (R)-5-cyano-2-

[dimethrylamino- (4’-flnorophenyl)-hydroxybutyl] benzyl butyrate: 5.8 area % was
contained.

Example 20-24 compared to example 19 show that the separation improves by the
addition of salts.

Example 25
4-Dh lamino-1- (4’- .1 1]-3 1-
benzonitrile pivalic acid salt

The enzyme was filtrated from the enzyme reaction mixture obtained by the method
according to Example 1, and washed twice with toluene. Thus-obtained 19.4 g of 8
toluene solution containing 1.0 g (2.92 mmol) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-
floorophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydraxymethylbenzonitrile, pivalic acid was
adjusted so as to be 40 °C and 13 mL of water was added to the solution and
extracted. The solution was ﬂnihne:trpctedtwicewiﬁ?.s mL of water, to obtain a
solution of (S)-4-{4-dimethylamino-1-(4"-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-
hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt. In the above aqueous solution, 0.886 g
(2.588 mmol, yield: 88.6%) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4'-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]}-3-hydroxymethylbenzonitrile was contained.

Example 26
4-Dimethylamino-1- (4'- D-1 113 L
benzonitrile pivalic acid salt

The enzyme was filtrated from the enzyme reaction mixture obtained by the method
according to Example 1, and washed twice with toluene. Thus-obtained 19.4 g of a
toluene solution containing 1.0 g (2.920 mmol) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-
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fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymetirylbenzonitrile, pivalic acid was
adjusted 50 as to be 40°C and 11.6 mL of weter was added to the solution end
extracted. The solution was extracted further three times with 5.8 mL of water to
obtain a solution of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-flucrophenyl)-1-hydroxybutyl}-3-
hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt. In the above agueous solution, 0.879 g
(2.567 mmol, yield 87.9%) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile was contained.

Example 27
S)-4-[4-Dimethylamino-1- (4’- 1)-1-h 11-3 1-

benzonitrile pivalic acid salt

The enzyme was filtrated from the enzyme reaction mixture obtained by the method
acconding to Example 1, and washed twice with toluene. Thus-obtained 10.4 g of
toluene solution containing 1.0 g (2.92 mmol) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4’-
fiuorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-trydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid was added
13.0 mL of water and extracted. The solution was extracted further twice with 7.5 mL
of water to obtain an aqueous solution of (S)-4-[4-dimethylsmino-1-(4°-
fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-ydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid ssit. In the
above aqueous solution, 0.954 g (2.786 mmol, yield 95.4%) of (S)-4-{4-
dimethylamino-1-(4"-fluarophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile
was contained.

Example 28
S)-4-[4-Di lamino-1- (4'- 1-h 1}-3- { 4

benzonitrile pivalic acid salt

The enzyme was filtrated from the enzyme reaction mixture obtained by the method
according to Example 1, sand washed twice with toluene. Thus-obtained 19.4 g of a
toluene solution containing 1.0 g (2.90 mmol) of (S)-4-{4-dimethylemino-1-

%)
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(4’-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile, pivalic acid salt was
added with 0.43 g (4.210 mmol) of pivalic acid and the mixture was extracted with
13.0 mL of water. The solution was finther extracted twice with 7.5 mL of water to
obtain an aqueous solution of (S)-4-[4-dimethylamino-1-{(4’-fluorophenyl)-1-
hydroxybutyl]-3-hydroxymethrylbenzonitrile, pivalic acid salt. In the above aqueous
solution, 0.947 g (2.766 mmol, yield: 94.7%) of (S)-4-[4-dimethylamino-1-(4"-
fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethylbenzonitrile was contained.

A comparison of example 25, 26, 27 end 28 show that an improved separation is
obtainad by addition of pivalic acid whereas more washings and regulstion of the
temperature does not have great influence on the separation.

Example 29

(S)4-{4-Dimsthylamino-1-(4’-fluorophesyl)-1-hydroxybutyl}-3-hydroxymetivyl-

benzonitrile

To a stixred solution of racemic 4-{4-Dimethylamino-1-(4-fluoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl]-3-hydroxymethyl-benzonitrile (0,29 mmol, 100 mg) and vinylbutyrate (3,9
mmol, 0,5 ml) in anhydrous 14-dioxsne (2,5 ml) is added lipoprotein lipase
pacudomonas sp. (160 U, 5 mg). The roaction is heated to 37 °C and followed by
HPLC. After 162 hours (at a conversion of 33,9%) the enzyme is filtered off end
washed with a small amount of 14-dioxane. The combined organic phases are
evaporated in wicuo and subsequently snalyzed on super critical fluid
chromatography to give (R)-butyrate ester with 72% ee and (S)-diol with 28% ee.

Example 30

Sy4-[4-Di 1amino-1-{4"- 1-] 1)-3-] 1-
benzonitrile

To a stirred solution of mcemic 4-{4-Dimsthylamino-1-(4-finoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl}-3-hydroxymethyl-benzonitrile (0,29 mmol, 100 mg) and vinylbutyrate (0,58
mmol, 73,6 i) in enhydrous 1,4-dioxsme (3,0 ml) is added lipoprotein lipase
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pseudomonas sp. (160 U, 4 mg). The reaction is heated to 37 °C and followed by
HPLC. After 194 hours at & conversion of 18,7 %, the enzyme is filtered off and
washed with a small emount of 1,4-dioxane. The combined organic phases are
eveporated in vacuo and sobsequently analyzed on super critical fluid
chromatography to give (R)-butyrate ester with 92% ee snd (S)-diol with 14% ee. The
reaction was also monitored using 1, 4 and 8 equivalont vinylbutyrate as ghown in
table 12.

——

Ester Diol
“Eotr Vinylbuty Time Conversio % Configurai % Configumfi

y Tato ) n (%) EE on. EE on
1 1eq. 194 62005 79 ® 5 ®
2 2 eq. 194 18,7(1,0) 92 ® 14 (S)
3 4eq. 194 19,1(2,0) 86 ®) 14 S)
4 8 eq. 194 226(40) 86 ®) 15 (S)

Table 12 (Numbers in brackets are conversion without enzyme)
Example 31

-4-{4-Dim, ino-1-{4"- 1 1]-3 -

benzonitrile

To a stirred solution of racemic 4-[4-Dimethylamino-1-(4-fluoro-phenyl)-1-hydroxy-

butyl]-3-hydroxymethyl-benzonitrile (0,29 mmol, 100 mg) and vinylbutyrate (0,59
mmol, 75 pl) in anhydrous 1,4-dioxane (2,925 ml) is added lipoprotein lipase
pseudomonas sp. (160 U, 5 mg). The reaction is heated to 50 °C and followed by
HPLC. After 165 hours at a conversion of 30,4 %, the enzyme is filtered off and
washed with a small amount of 1,4-dioxane. The combined organic phases are
evaporated in wvacuo aod subsequently analyzed on super crtical fluid
chromatography to give (R)-butyrate ester with 98,1% eo snd (S)~di6] with 30,3% ee.
The reaction was also monitored at 25, 37 and 65 °C as shown in table 13,
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" Ester Diol
“Entry Temp Time() Comvemsion(%) % Configursi % Confgurat
EE ion EE ion
1 25°C 238 58(0,5) 979 ® 5,1 )
2 37°C 238 12514 91 @® 8,5 )]
3  50°C 165 304(1,9) 981 (R) 30,3 ©)
4 50°C 238 32230 973 (®) 32,1 )
5 65°C 238 263076 641 @® 21,9 ©)
Table 13 (Numbers in brackets are conversion without enzyme)
Example 32
4-Di lamino-1-(4'-f1 1 1}-3-h -
benzonitrile

To a stirred solution of racemic 4-[4-Dimethylamino-1-(4-fluoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl]-3-hydroxymethyl-benzonitrile (0,29 mmol, 100 mg) and vinylbutyrste (0,59
mmol, 75 pl, 2. eq.) in anhydrous 1,4-dioxane (2,925 ml) is added lipoprotein lipase
psocudomonas sp. (160 U, 4,5 mg). The reaction is heated to 50 °C and followed by
HPLC. After 209 hours, the enzyme is filtered off and washed with a small amount of
1,4-dioxane. The combined organic pheses are evaporated in wacuo and eunbsequently
analyzed on super critical fluid chromatography to give (R)-butyrate ester and (S)-
diol. The reaction wus also monitored with (200 mg, 500 mg and 1080 mg diol and
respectively 150 i, 375 pl and 750 pl vinylbutyrate and 2,85 ml, 2,625 ml and 2,25
ml 1,4-dioxane as shown in table 14.

————

Ester “Diol

“Eofr Come. Time Conversion % EE Conbgurai % EB  Configorati
y (b) (%) on on

’al
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1 O0IM 209  30,6(26) 84,1 ® 33,1 S
2 02M 209 32,5(49) 629 ®) 28,7 )
3 05M 209 506(29,6 323 ®) 29,1 )

4 10M 209 69,3 (66,3) 8,7 R) 249 (S)
Tabel 14
Example 33
5 (8)4-[4-Dimethylamino-1-(4'-fl 1- 1}-3- 1-
benzonitrile '

To a stirred solution of racemic 4-[4-Dimethylamino-1-(4-fiuoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl]-3-hydroxymetiryl-benzonitrile (0,29 mmol, 100 mg) and vinylbutyrate (0,59

10 mmol, 75 pl) in anhydrous 1,4-dioxane (2,925 ml) is addad lipoprotein lipase
pseudomonas sp. (160 U, 4 mg). The reaction is heated to 50 °C 'and followed by
HPLC. After 473 hours, the enzyme is filtered off and washed with a small amount of
1,4-dioxane. The combined organic phases are evaporated in vacuo snd subsequently
analyzed HPLC. The result is shown in table 15.

15
“Enotry  Added water %(w/w) Time (h) Conversion (%)
1 0 473 33,9
2 0,1 : A73 20,1
3 1,0 473 0,1
4 10 473 0
Table 15
Example 34
20
S)-4-[4-Dimethylamino-1-(4’-fh 14 113 -

benzonitrile
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To a stimred solution of macemic 4-[4-Dimethylamino-1-(4-fluoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl}-3-hydroxymethyl-benzonitrile (2,9 mmol, 1000 mg) and vinylbutyrate (5,9
mmol, 750 pl) in achydrous 1,4-dioxane (14,25 mi) is added lipoprotein lipase
pseudomonas sp. (160 U, 20 mg). The reaction is heated to 50 °C and followed by
HPLC. After 139 hours, sdditional 5 mg lipase was added. After 155 hours, additional
15 mg lipase was added. After 399 hours, st a conversion of 55,7 % a sample was
collected. The enzyme is filtered off and washed with a smail amount of 1,4-dioxane.
The combined organic phases are evaporated in vacuo and subsequently analyzed on
super critical fluid chromatography. After 560 hours at a conversion of 62,8 %, the
reaction was stopped. The enzyme is filtered off and washed with a small amount of
1,4-dioxane. The combined organic phases are evaporated in vacuo and subsequently

analyzed on super critical fluid chromatography. The obtained ee-vahies are shown in
table 16.

Ester Diol
“Botr Time Conversion %EE Configuration % EE  Conliguratio
Y (h) ) n
1 399 55,7 75,7 ®) 79,5 S)
2 560 62,8 59.5 R) 94,5 (S)
Table 16
Example 35
(S)-citalopram diol analogues

To a stirred solution of racemic citalopram diol analogue (0,29 mmol, 100 mg) and
vinylbutyrate (0,29 mmol, 37 pl) in anhydrous 1-4-dioxane (2,925 ml) is added 4-10
mg PspLL. The reaction is heated to 50 degrees celcius and followed by HPLC. After
reaction was stopped, the enzyme is filtored off and washed with a small amount of
toluene. The combined organic phases are evaporated in vacuo end subsequently
analyzed on super critical fluid chromatogrephy. Result is shown in table 17.
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p————

P.(:IIDKMSMT q/ay

Ester Diol

“Entr _ Amslogue  Time Conversion(%) %FBE Conf %ER Conf

y @

1 5-Bromo 409 564(89) 671 R 463 8

2 5- 456 205(.00 11,7 R 205 8
Carboxamide

3 5-Todo 143 28,0 (1,9) 989 R 299 S

4  5-Chloro 244 30546 547 R 243 S
5  SFomyl 244 339(83) 85 R 139 S

Table 17 (Numbers in brackets are conversion without enzymo)

Example 36

(S)-4-]4-Dimethylamino-1-(4’-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-hydroxymethyl-
benzonitrile .

To a stirred solution of racemic 4-[4-Dimethylamino-1-(4-fluoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl]-3-hydroxymethyi-benzonitrile (29 mmol, 10 g) and vinylbutyrate (58 mmol,
7.5 ml) in anhydrous 1,4-dioxane (142,5 ml) is added lipoprotein lipase pacudomonas
sp. (160 U, 250 mg). The reaction is heated to 50 °C and followed by HPLC. After
192 hours at a conversion of 41%, additional 250 mg lipase was added. After 504
hours, at a conversion of 63 % the reaction was stopped. The enzyme is filtered off
and washed with a small amount of 1,4-dioxane. The combined organic phases are
evaporated in wacuo and subsequenily analyzed on super critical fluid
chromatography. Obtained EB-value ((S-diol) = 95% (S-diol/R-diol = 40:1).

Example 37

Isolation of 4-Di larmino-1-{4’- 1)-1- 1]-3-
h 1-benzonitrile by flash.
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A mixture of 372 mg S-citaloprem diol with ee-value 94,5% and 628 mg R-
citalopram diol butyrate ester with ec-value 59,5% was dissolved in a minirmum of
ethylacetste/heptane 4:1 with 4% triethylamine. The S-citalopram diol was isolated
using flach-chromatography in ethylacetate/heptane 4:1 with 4% triethylamine to
obtained 120 mg Scitalopram diol (ee-value 94,5%).

Example 38
Isolation of.  (S)4-[4-Dimethylamino-1-(4’-fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-3-
hydroxymetyl-benzonitrile by wasking a mixture contsining the S-diol base

To a mixture of S-citalopram diol and R-citalopram diol butyrate ester (0,3g each)
was added 24 ml heptane and 66 ml water/methanol (2:1). The clear solution was
transferred to a separation funnel and organic phase was collected. Additional 10 mil
heptane was added to aqueous phasc and mixed thoroughly. Organic phasc was
collected. Ekstraction repeated additional 4 times. The combined heptane phases were
ckstracted with 20 mi water/methanol (2:1) and aqueous phases were combined and
evaporated to half volume and extracted with 3 times 10 ml ethylacetate. The
combined ethylacetate phases were dried with Na;SO,, filtered and dried in vacuo to
obtaine 0,15 g S-citalopram diol containing 2% R-citalopram diol butyrate ester.

Example 39

(S)-citalopram diol analogues using Novozymes 435

To a stired solution of racemic citalopram diol analogue (0,29 mmol, 100 mg) and
vinylbutyrate (0,29 mmol, 37 pl) in anhydrous toluene (2,925 ml) is added 0,2 mg
Novozymes 435 and (0,32 mmol, 33 mg) pivalic acid. The reaction is heated to 40
degrees celcius and followed by HPLC. After reaction was stopped, the enzyme is
filtered off and washed with a emall amount of toluene. The combined organic phases
are evaporated .in wacuo snd subsocquently analyzed on super critical fluid
chromatography. Result is shown in table 18.
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Ester Diol

Entt  Analogue  Time Convermion %EE Conf %EE Conf

y M) (%)

1 5-Bromo 24 54 749 R 9,1 S

2 5- 96 33 813 R 417 S
Carboxamide '

3 5-Todo 24 54 99 R 995 S

4 5-Chlaro 24 51 749 R 963 S

5 5-Formyl 24 33 6,1 R 215 S

“Table 18

Example 40

5 The influence of various carboxylic scids on the epnzymatic acylation using
Novozymess 435

To a stirred solution of racemic 4-[4-Dimethylamino-1-(4-fluoro-phenyl)-1-hydroxy-
butyl]-3-hydroxymethryl-benzopitrile (0,29 mmol, 100 mg) and vimylbutyrate (0,29
10  mmol, 37 pl) in anhydrous toluene (2,925 ml) is added Novozymes 435, (0,2 mg) and
1,1 eq. Catboxylic acid. The reaction is heated to 40 degrees celcius and followed by
HPLC. The enzyme is filtered off and washed with a small amount of tolnene. The
combined organic phases are evaporated in vacuo and subsequently analyzed on super
critical fluid chromatography. Result is shown in table 19.

15

Ester Diol
“Entr  Catboxylic  Time Conversion %EE Conof %EE  Conf
y acid @ %)
1 Acetic acid 24 18 92,1 R 65,7 S
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Propionic acid 24 34 89,7 R 94,7 S
3 Pivalic acid 24 55 883 R 85,5 S
Cyclohexancar 24 55 84,5 R 99,7 S
boxylic acid
5 Benzoic acid 72 50 02,3 R 86,7 S
Hydrocinnami 72 48 94,1 R 84,3 S
c acid
Isovalericacid 48 51 883 R 907 S
Decanoic acid 72 53 82,9 R 86,9 S
Isobutyric acid 48 53 86,9 R 92,7 S
10  Crotonic acid 72 54 82,9 R 95,1 S
11  2-cthylbutyric 24 50 871 R 943 S
acid
12  Palmitic acid 43 54 71,3 R 93,3 S
“Table 19
Example 41

A four-necked flask equipped with stirrer and thermometer was charged with 219 g of
a solution containing 21.9 g (0.064 mol) of (2)-4-[4-dimethylamino-1- (4'-
fluorophenyl)-1-hydroxybutyl]-

3-hydroxymethylbenzonitrile in toluene. Then, 14.6 g (0.128 mmol) of vinyl
butyrate, 5.07 g (0.128 mol) of pyridine, 7.89 g (0.064 mol) of benzoic acid and 2.19
g of an immobilized enzyme (Novozym 435) were added into the above mixture. The
reaction mixture was allowed to warm up to 60 °C and stirred for 15 hours under a
slight flow of nitrogen and stirring was stopped. The enzyme was filtrated off from
the reaction mixture with Kiriyama funnel, and washed with 50 g of tolucne. The
combined toluene layer was washed twice with water (255 ml, 265 ml) and
concentrated to give 14.9 g of (R)~-5-Cyano-2- [dimethylamino- (4"-fluorophenyl)-
hydroxybutyl] benzyl butyrate benzoic acid salt.
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To a mixture of 4.0 g of (R)-5-Cyano-2- [dimethylamino- (4’-flunorophenyl)-
hydroxybutyl} benzyl butyrate benzoic acid salt (7.48 mmol), 40 ml of water and 40
ml of toluene were added 1.26 g of 30% sodium hydroxide (9.45 mol]) with stirring,
the mixture was kept stirring for 30 minutes. After stirring, the mixture was allowed
to stand and the toluene layer was separated. The toluene layer was washed with 40
mi of water and concentrated at 40 °C under reduced pressure, to thereby obtain 2.7 g
of (R)-5-Cyano-2- [dimethylamino- (4'-flucrophenyl)-hydroxybutyl] benzyl butyrate.
1H NMR (400 MHz. CDCI3) a(ppm) : 7.69 (1H, &), 7.68-7.56 (2H, m), 7.36-7.23
(2H, m), 7.02-6.90 (2H, m), 5.41 (1H, d, = 14.9 Hz), 4.99 (1H, d, J = 14.6 Hz), 2.59-
2.42 (1H, m), 2.40-2.30 (3H, m),2.26 (2H, dt, J="7.3 Hz, 1.5 Hz), 2.18 (6H, ), 1.68-
1.57 (2H, m), 1.67-1.46 (2H, m), 0.93 (3H, t, J = 7.6 Hz).

Example 42

Escitalopram oxalate

(5)-4-(4-Dimethylamino)-1-(4"-flucrophenyl)-1-hydroxybutyl)-3-
hydroxymethylbenzomitrile (15.8 g, 46.2 mmol) having & chemical purity of 99% and
en oe of 98.7% as determined by Chiral Supercritical Fluid Chromatography, was .
dissolved in toluene (100 mL). Tricthylamine (13.0 mL, 93.2 mmol) was added
followed by slow addition of a solution of tosyl chloride (9.4 g, 49.4 mmol) in toluene
(100mL). The resulting solution waz stirred st room temperature for 20 min. then
added water (50 mL) and conc. Ammonia (25 mL). The mixture was stirred at 45 °C
for 2 min, tranaferred to & separatory funmel. The phases were separated and the
organic phase was washed with water (50 mL), dried with MgSO4, filtered and
concentrated under rednced pressure to give the crude product (14.2 g) in 95% yield.
The crude product was dissolved in ethanol (17 mL) and was added a solution of
oxalic acid (3.95 g, 43.9 mmol) in ethanol (27 mL). Ths precipitate was collected by
filtration to give Escitalopram, oxalate (14.0 g), which was re-crystallised from
ethanol (85 mL) to give the final product (12.2 g). The purity was determined to be
99.65% by HPLC. The cc was 98.5% determined by Chiral Supercritical Fluid
Chromatography. '

A\
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Claims:

1. A method for the preparation of the S- or R-enantiomer of a diol having the
formula

wherein R is cyano or a group which may be converted to 2 cyano group, Z is a group
—CHz-N(R'R"") wherein R’and R"” are Cy¢-alkyl , or R'and R’* are connected to each
other to form & cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Z
is a group which may be converted to a dimethylaminomethyl group, the dotted line is
a'double or single bond and Hal is halogen, or a salt thereof and/or the opposite
enantiomer of an acylated diol having the formmla

wherein R, Z, the dotted line and Hal aro as defined above, Wis O or §, and R is
-Y-R!, wherein R i C).10-alkyl, C;.j0-alkenyl or C;.10-alkynyl all of which may
optionaily be substituted one or more times with substitnents selected from Ci.1o-
alkoxy, Cy-10-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;-1o-alkylamino, di-
(Cr-10-alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, or R’ is aryl, wherein any
of the aryl and heteroaryl groups may optionally be substituted one or more times
with substituents salected from C,.io-alkyl, Cz10-alkenyl, Cz.io-alkyny), C;.c-alkoxy,
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i)

Ci10-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Ci.i¢-alkylamino and di-(C; .10~
alkyl)amino and Y is abond, O, S or NH, or a salt thereof, comprising

a) subjecting a racemic compound of formula

whercin R, Z, the dotted line and Hal are as defined sbove, to selective enzymatic
acylation using an acylating agent having the formmia

IUJLXLR'. or RI—AJ\R' or VJ\X—R'

() (o)

10

or an isocyanate having the formula R'-N=C=0 or an isothiocyanate having the
15 formula R'-N=C=S;

" wherein Xis QO orS; Wis OorS; Uis O or S, V is halogen;

R® is €, 1o-alkyl, Cz.10-2lkemyl or Cy.1c-alkynyl all of which may optianally be
substituted one or more times with substitoents selected from Ci-10-8lkoxy, Ci.10-

20  alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.ic-alkylamino, di-(Ci.10-
alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, ar R® ia aryl, wherein any of the
aryl and heteroaryl groups may optionally be substituted one or more times with
substituenis selected from Ci.io-alkyl, C;.10-alkenyl, C;10-alkynyl, C;.jo-alkoxy, C;.10-
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alkyithio, hydroxy, halogen, amino, nifro, cyano, C;.jo-alkylamino and di-(C;-10-
alkyl)amino;

R'is as defined for R%
5 R%is as defined for R°, or R?is a suitable lcaving group;
orR?and R! together form a chain of 3 o 5 carbon atoms;

provided that W and U is not S when X is S; to form a mixture of the starting material
10  of formula (II) in either the R- or the S-form and opposite ensntiomer of a compound

. . L’
O N
g

Hal awv)
15 wherein R, W, Hal, R3, the dotted line and Z are as defined above; or

b) subjecting a racemic compound of formmia
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8!
OH-.‘/Z
Hal
wherein R, Z, W, Hal, the dotted line end R? are as defined above; to selectivo
enzymatic deacylation to form a mixture of deacylated compound of formula

oo
e

Hal a

av)

5

wherein R, Hal, the dotted line and Z are as defined above in either the R- or the S-

form and the acylated starting material of formula (IV) in the form of the opposite
enantiorner;
10

optionally ﬁ)llowedby.i_ndihuordm'. isolation of the S- or R-enantiomer of the

compound of formula (II) and/or the opposite enantiomer of the compound of formula

(IV) or 2 salt thereof.
15 2. The method according to claim 1 a).

3. The method sccording to claim 1 b).
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4, The method according to any of claims 1-2 wherein the acylation of the
compound of formula (II) results in a mixture containing the compound of formnla

- (1) in the S-form and the compound of formnla (IV) in the R-form.

5. The method according to any of claims 1-2 wherein the acylation of the
compound of formula (II) results in & mixture containing the compound of formmla
(1) in the R-form and the compound of formmla (IV) in the S-form.

6. The method according to any of claims 1 and 3 wherein the deacylation of the
compound of formula (IV) results in a mixture containing the compound of formula
(V) in the S-form and the compound of formula (II) in the R-form.

7. The method according to any of claims 1 and 3 wherein the deacylation of the
compound of formula (IV) results in a mixture containing the compound of formula
{IV) in the R-form and the compound of formula (II) in the S-form.

8. The method according to any of claims 1-7 wherein Hal is fluoro and R is
halogen or cyano, preferred R is cyano.

9. The method according to any of claims 1-8 wherein the dotted line represents
a single bond.

10. The method according to any of claims 1-9 wherein and Z is
dimethylaminomethyl or a group that may be converted to a dimethylaminomethyl
group, preferred Z is a dimethylaminomethyl gronp.

11.  The method according to any of claims 1-2, 4-5 sand 8-10 wherein the
acylating agent is a compound selected from the compounds of formula (I1Is), (IIb)
end (OIc).

12.  The method according to claim 11 wherein the acylating agent is a compound
selected from the compounds of formula (TIIa) and (IIIb).
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13.  Themethod according to claim 12 wherein the acylating agent is a compound
of formuls (Tia).

14.  The method according to claim 12 wherein the acylating agent is a compound
of formuia (IIIb).

15.  Themethod according to claim 11 wherein the acylating agent is a compound
of formula (IIic).

16.  The method according to any of claims 11-13 wherein U is O;
17.  The method according to any of claims 11-16 wherein W is O.

18.  The method according to claims 11-17 wherein X is O.

19.  Themethod accarding to any of claims 11-18 wherein R®, R! and R? are
independently selected from C,4-alkyl, C;4-alkenyl and C; 4-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with substituents selected from C;.4-
alkoxy, C,4-alkylthio, hydroxy, halogen, smino, nitro, cysno, C,-alkylamino and di-
(Ci4-alkyl)amino or R? is a lsaving group, such as succinimidyl, HOBt and pfp or R®
and R' together form a chain of 3-5 carbon stoms.

20.  The method according to claim 19 wherein R, R! and R? are independently
sclected from Cy.3-alkyl, C;3-alkenyl snd C;.3-alkynyl all of which may optionally be
substituted one or more times with substituents selected from C,.3-alkoxy, Ci.a-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C.3-alkylamino and di<Ci.a-
alkyl)amino.

21.  The method according to claim 20 wherein R® and R' are Cj.s-alkyl and R? is
C1s-alkyl substituted one or more times with halogen or R? is C;.s-alkenyl.

22.  The method according to clsim 13 wherein R and R! are independentty
selected from C, 4-alkyl, C:4-alkenyl and Cz 4-alkiyny! all of which may optionally be
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substituted one or more times with substituents selected from C,4-alkoxy, Ci4-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;-alkylamino and di<(Cy4-
alkyl)amino.

23.  The method sccording to claim 22 wherein wherein R® and R are
independently selected from Cy.3-alkyl, Cy.3-alkenyl or C;.3-alkyny] all of which may
all optionally be substituted one or more times with substituents selected from Ci.s-
alkoxy, C).3-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C).a-alkylamino and di-
{Ci.3-alkyl)amino.

24.  The method according to claim 22 wherein R and R are Cy;-alkyl.

25.  The method of claim 24 wherein R® and R' are C, ;-alkyl, suitabls methyl,
ethyl or propyl, preferred propyl.

26. The method of claim 14 wherein R’ and R? are independently is selected from
Ci4-alkyl, C;z 4-alkenyl and C; 4-alkynyl all of which may optionally be substituted
one or more times with substituents selected from C)4-alkoxy, C;.¢-alkylthio,
hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Cy.4-alkylamino and di-(Cy4-alkyl)amino or
R’is 2 leaving group, such as succinimidyl, HOBt and pfp.

27.  The mothod of claim 26 wherein R is selected from C; y-alkyl, C, ;-alkenyl or
Cas-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C;.3-alkoxy, C;.s-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro,
cyano, C.3~alkylamino and di-(C;.s-alkyl)amino and R? is Cy 4-alkyl substitated or
mare times with halogen or R? is C; 4-alkenyl.

28.  The method according to claim 27 wherein R' is C).3-alkyl, C; 3-alkenyl and
Cas-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C; 3-alkoxy, Ci.3-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro,
cyano, C.3-alkylsmino and di~(C;.s-alkyl)amino and R? is C;.s-alkyl substituted one
or more times with halogen or R? is Cy.3-alkenyl,

29.  The method according to claim 27 wherein R is C;3-alkyl.
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30.  The method according to claim 29 wherein R' is C.a-alkyl, such as methyi,
ethy lor propyl and C;.3-alky! substituted one or more times with halogen or R?is Cy.5-
alkemyl,

31.  The method according to claim 30 wherein R? is vinyl.
32.  The method according to claim 31 wherein R' is propyl.

33,  The method according to claim 15 wherein R! is C,4-alkyl, Cs4-alkenyl and
Ci4-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C,4-alkoxy, C;.4-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro,
cyano, C;.4-alkylamino and di<(C;4-alkyl)amino.

34,  The method according to claim 33 wherein R' is C,.s-alkyl, C; s-alkenyl and
Cz.3-alkyny] all of which may optionally be substituted one or more times with C;.3-
alkoxy, Cy.s-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Cy.s-alkylamino and di-
(C).3-alkyl)amino.

35.  The method acconding to claim 34 wherein R' is C; 3-alkyl, Cy.3-alkenyl or Ca.
s-alkynyl, preferred R' is C,.5-alkyl, such as methyl, ethyl or propyl, prefesred propyl

36. The method according to any of claims 1-2, 4-5 and 8-10 wherein the
acylating agent is an isocyanate of formala R'-N=C=0 or an isothiocyanats of the
formula R'-N=C=S.

37.  The method accarding to claim 36 wherein the acylating agent is an
isothiocyanate of the formula R'-N=C=S.

38.  The method according to claim 36 wherein the acylating reagent is an
isocyanate of formula R'-N=C=0,

39.  Themethod according to any of claims 36 -38 wherein R' is C).4-alkyl, Cp.4-
alkenyl or Cz 4-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times
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with substituents selected from C,.¢-alkoxy, C;.¢-alkylthio, hydroxy, halogen, amino,
nitro, cyano, C,4-alkylamino and di<(C;4-alkyl)amino.

40.  The method according to any of claims 39 wherein R’ is C,5-alkyl, Cz.3-
alkenyl or C;.3-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times
with Cys-alkoxy, C, y-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, Cy.s-
alkcylamino and di<(C;.s-alkyl)amino.

41" The method according to claim 40 wherein R' is Cy_s-alkyl, Cz.s-alkenyl or
Cza-alkynyl.

42.  The method of claim 41 wherein R' is methyl, ethyl, or propyl,
preferredpropyl.

43. The method according to any of claims 1, 3 and 6-10 wherain the
racemic compound of formula (IV) used is a compound wherein Y is O, or S.

44,  The method according to claim 43 wherein the racemic compound of formmia
(IV) is a compound wherein Y is O.

45.  The method according to claim 43 wherein the racemic compound of formula
(IV) used is a compound wherein Y is S.

46. The method according to any of claims 1, 3 and 6-10 wherein the racemic
compound of formula (IV) used is a compound wherein Y is a bond.

A7 The method according to eny of claims 1, 3 and 6-10 wherein the racemic

compound of formula (IV) used is a compound wherein Y is NH.

48.  The method according to any of claims 43-47 wherein R’ is Cy1o-alkyl, C1.10-
alkenyl or Cz.10-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more times
with substituents selected fror Cy.1o-alkoxy, C;.10-alkylthio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, Cy.j¢-alkylamino and di-(Ci.1o-aTkyl)amino.
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49. The method of claim 48 wherein R! is C}.jg-alkyl, Cz.io-alkemy! or Ca-10-
alkyny] all of which may optiounally be substituted one or more times with substituents
selacted from hydroxy, halogen, amino, nitro and cyano.

50.  The method according to claim 49 wherein R is Cy.1o-alkyl.

51. The method acconding to any of claims 1-2, 4-5 and 8-42 whercin the
enzymatic acylation is performed with a hydrolase, such as g lipase, an esterase, an
acylase or a protease.

52. The method according to any of claims 1, 3, 6-10 and 40-50 wherein the
enzymatic deacylation is performed with & hydrolase, such as a lipase, sn esterase, an
acylase or a protease.

53.  The method acconding to any of claims 51-52 wherein the hydrolase is used in
the form of an iinmobilized enzyme or Cross-Linked BEnzyme Crystal (CLEC)
enzymes, '

54, The method according to any of claima 51-53 wherein the enzyme used is
selected from Psendomonas sp. lipoprotein lipase, Candida antartica lipase B and
Thermomyces lammginosus lipase or a mutant or variant of these enzymes,

55. The method according to any of claims 51-54 wherein the enzyms is
Pseudomonas ep. lipoprotein lipase or a mutant or variant of Pseudomonas sp.
lipoprotein |

56. The method according to claim 55 wherein the enzyme used is Pseudomonas
sp. lipoprotein lipase.

57. The method according to any of claims 51-54 wherain the enzyme is Candida
antartica lipage B or a mutant or variant of Candida antartica lipase B.

58. The method according to claim 57 wherein the enzyme is Candida antartica
lipase B.
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59.  The method according to claim 58 wherein the enzyme is Novozyme®435.

60. The method according to any of claims 51-54 wherein the enzyme is
Thermomyces lanuginosus lipase or a2 mutant or variant of Thermomyces lannginosus
lipase.

61. The method according to claim 60 wherein the enzyme is Thermomyces
lamuginosus lipase. ’

62.  The method according to claim 61 wherein the enzyme is Lypozyme™ TL
M

63. The method according to any of claims 1- 62 wherein the enzymatic acylation
or the enzymatic deacylation is carried out in presence of an organic base or an
organic acid or a mixture thereof,

64. The method according to claim 63 wherein the enzymatic acylation or
enzymatic deacylation is carried out in the presence of an orgamnic actd.

65. The method according to claim 64 wherein the enzymatic acylation is carried
out in presence of an organic acid. :

66. The method according to any of claims 64-65 wherein the organic acid is an
aromatic carboxylic acid or an aliphatic carboxylic acid.

67. The method accarding to eny of claims 63-66 wherein the organic acid is
selected from n-propionic acid, iso-propionic acid, n-butyric acid, iso-butyric acid,
iso-valeric acid, 2-ethylbutyric acid, cyclohexanecarboxylic acid, pivalic acid, benzoic
acid, p-toluic acid, salicylic acid and 3-phenylpropionic acid.

68. The method according to claim 67 wherein the organic acid is pivalic acid.

69. The S- or R-enantiomer of a compound having the formmla (IV)

g
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wherein R is cyano or a group which may be converted to cyano, Z is a group —-CHz-
N(RR’") wherein R "and R"* are C,.s-alky], or R’and R’’ ere comnected to each other
to form a cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Z is a
group which may be converted to a dimethylaminometiryl group, Hal is halogen, W is
O ar S, the dotted line represents a double or a single bond, R® is -Y-R!, wherein R is
Crao-tlkyl, Ca.10-alkenyl or C; 1o-alkynyl all of which may optionally be substituted
one or more times with substituents selected from C,.jp-alkoxy, C.10-alkylthio,
hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.jo-alkylamino, di-(C;.io-alkyl)amino, aryl,
aryloxy, arylthio and hetercaryl, or R! is aryl, wherein any of the aryl and heteroaryl
groups may optionally be substituted one or more times with substituents selected
from C,.1¢-alkyl, Ca.1¢-alkenyl, C;.1¢-alkynyl, C-10-alkoxy, C;.10-alkylthio, hydroxy,
halogen, amino, nitro, cyano, Cy.jo-alkylamino and di-(Cy.1o-alkyl)amino and Y is a
baond, O, S or NH, or a salt thereof.

70.  The enantiomer according to claim 69 wherein Hal is fluoro, R is halogen or
cyano, preferred R is cyano.

71.  The enantiomer according to any of claims 69- 70 wherein the dotted line
represents a single bond.

72.  The enantiomer according to any of claims 70-71 wherein Z is
dimethylaminomethyl or a group that may be converted to a dimethylaminomethyl
group, preferred Z is dimetirylaminomethyl.
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73.  The enantiomer according to any of claims 69-72 wherein Y is O or S.
74.  The enmntiomer according to claim 73 wherein Y is O.

75.  The ensntiomer according to claim 73 wherein Y is S.

76.  The enantiomer acoording to any of claims 69 — 72 wherein Y is & bond.
77.  The enantiomer according to sny of claims 69-72 wherein Y is NH.

78.  Ths enantiomer according to any of claims 69-77 wherein R! is C;-alkyl,
Ca4-alkenyl or C, 4-alkyny] all of which mxy optionally be substituted one or mare
times with substituents sclected from C,4~alkoxy, C).4-alkylthio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, Cy.¢-alkylamino snd di-(C;.+~alkyl)amino.

79. The ensntiomer according to claim 78 wherein R is C;.3-alkyl, C; s-alkenyl or
Ca.3-alkyny] all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from Cy.3-alkoxy, C;.3-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro,
cyano, C; s-alkylamino and di<{Cy.s-alkyl)amino.

80. The enantiomer according to claim 79 whercin R! is Cys-aliyl

81. Tho enantiomer according to any of claims 69-77 wherin R is C,.;g-alkyl, Cs.
10-alkenyl or Cy.10-alkynyl all of which may optionally be substituted one or more
times with substituents selected from C;.10-alkoxy, Ci-1o-alkylthio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, Cy.¢-alkylamino and di-(C).1c-alkyl)zmino

82.  Tho enantiomer according to claim 81 wherein R is C;.jg-alky], Cz1o-alkenyl
or Cz.10-alkynyl all of which msay optionally be substituted one or more times with
substituents selected from hydroxy, balogen, amino, nitro and cyano.

83.  The enantiomer according to claim 82 wherein R! is C,.1o-alkyl, prefersbly
unbranched C,¢-alkyl. )
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84. A method for the isolation and purification of the compound having the

s
L.
(

Hal av)

wherein R is cyano or a group which may be converted to a cysno group, the dotted
line represents a double or single bond, Hal is halogen, Z is a group -CH-N(RR'")
whewink’mdk"mcl.g-ﬂkyl,ork'qndk"mwmmdm each otherto form a
cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Z is a group
which may be converted to a dimethylaminomethyl group, Wis O or S and R*is -Y-
R' wherein Y is abond, O, S or NH and R! is Cy.1¢-alkyl, Cy.1¢-alkenyl or Cy.10-
alkynyl all of which may optionally be substituted with one or more substituents
selected from C,.jp-alkoxy, C).jo-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cymno, C;.
10-alkylamino, di-(Ci.1o-alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, or R' is
aryl, wherein any of the the aryl and heteroaryl groups may optionally be substituted
one or more times with substituents selected from C;.;o-alkyl, Ca.1¢-alkenyl, Cz.10-
alkynyl, C;.jo-alkoxy, C-jp-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C.10-
alkylamino and di<(C,.;o-alkyT)amino, or a salt thereof

and/or the diol of formula
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wherein R, Z, Hal and the dotted line are as defined above, or a salt thereof, from a
mixture containing the compound of formula (IV) and the diol of formula (II), which
coTapTises: '

) treating said mixture containing the compound of formmia

(IV) and the dio] of formula (If) in a mixture of water and an organic solvent in the
presence of an acid; '

b) separating the aqueous phase containing the diol of formula (II) as a salt of
said acid from the organic phase to obiain an organic phase containing the componnd
of formula (IV) as a salt of said acid; and

optionally isolating the compound of formmla (II) as the base or as a salt thereof and
optionally isolation of the compound of formula (IV) es the base or a salt thereof.

85  The method according to claim 84 wherein the S-enantiomer of the diol of
formula (II) ia separated from the R-enantiomer of the acy} derivatitive of fornmla
Iv).

86. The method according to claim 84 wherein the S-enantiomer of the acyl
derivative of formula (IV) is separated from the R-enantiomer of the diol of forrmla
.

87. The method according to claims 84-86 wherein the mixture of the R- or S-
enmntiomer of an acy] derivative of formula (TV) and the opposite enantiomer of an

diol of formula (IT) nsed in step a) has been prepared according to the method in
claims 1-62

PCT/DK2003/000537
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88. A method for isolation and purificstion of the acyl derivative having the
formula

wherein R is cyzno or a group which may be converted to a cyano group, Hal is
halogen, the dotted line represents a double or a single bond, Z is a group —CH,>-
NR'R"") wherein R‘and R"* are C;¢-alkyl, or R'and R"* are connected to each other
to form a cyclic structure including the N-atom to which they are attached, or Zis a
group which may be converted to 8 dimethylaminomethyl group, W is O or S; and
R’is -Y-R! wherin Y is a bond, O, S or NH and R is C;.ig-alkyl, Cy.o-alkentyl or C;.
10-alkyny] all of which may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from Ci.(c-alkoxy, Cy.io-alkylthio, hydroxy, halogen, amino,
nitro, cyano, Cy.jo-alkylamino, di~(Ci.1¢-alkyl)amino, aryl, aryioxy, arylthio and
“heteroaryl, or R' is aryl, wherein any of the the aryl and heteroary] groups may
optiopally be substitated one or more times with substituents selected from Cj.10-
alkyl, C;.10-alkenyl, Cz.10-alkynyl, Cy.10-2lkoxy, Cy.1o-alkyithio, hydroxy, halogen,
amino, nitro, cyano, C;.ic-alkylamino and di-(C,.1¢-alkyl)amino, or a salt thereof

and/or the diol of formula
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wherein R, Hal, Z and the dotted line are as defined above, from a mixture containing
the acyl derivative of formmla (IV) and the diol of formula (II), which comprises:

a) treating said mixture containing the acyl derivative of formula (IV) and the
dio] of formula (II) in 8 mixture of water, a protic organic solvent and an apolar
organic solvent,

b) separating the aqueous phase containing the diol of formula (II), from the
organic phase to obtain an organic phase containing the acyl derivative of formula
(IV); and

optionally isolating the diol of formula (I) and/or the compound of formula (IV) from
the aqueous/organic phase, and optionaily conversion of the compound of formmla (II)
and /or (IV) to salt thereof.

89. The method according to claim 88 wherein the S-diol of the diol of formula
(II) is separated from the R-enantiomer of the acyl derivatitive of formula (IV).

90. The method according to claim 88 wherein the S-enantiomer of the acyl
derivative of formula (IV) is separated from the R-enantiomer of the diol of formmla
.

91. The method according to claims 88-90 wherein the mixture of the R~ or S-
enantiomex of a compound of formula (IV) and the opposite enantiomer of a

compound of formmla (II) used in step a) has bean prepared according to the method
in claims 1-62

. PCT/DK2003/000537 q %
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92. A process for the preparation of escitalopram baving the formula

NC

5 oraphammaceutically acceptable salt thereof comprising preparation of the S-
enantiomer of a diol having the formula

Hal (Ts)

10
wherein R is cysno or a group which may be converted to a cyano group, the dotted
line represents a double or a single bond, Z is & dimethylaminomethyl group or a

group which may be converted to a dimethylaminomethy) group and Hal is halogen,
or a salt thereof,
15

or the S-enantiomer of an acylated diol having the formula
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wherein R, Z, the dotted line and Hal are as defined above, Wis O or S, and R? is -
Y-R', wherein R is C).;p-alkyl, Cy.o-alkenyl or C;.1o-alkynyl all of which may
optionally be substituted one or more times with substituents selocted from C.yo-
alkoxy, Cy.i-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.1o-alkylamino, di-
(Crg-alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, ar R' is aryl, wherein any
of the aryl and heteroaryl groups may optionally be substituted one or more times
with substituents selected from C;.i0-alkyl, C;.10-alkenyl, Cs.10-8lkynyl, C;.10-alkoxy,
Ci.10-alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.jo-alkylamino and di(Cy.y0-
alkyl)amino and Y is a bond, O, S or NH, or & salt thereof, by the method in any of
claims 1.62, optionally followed by, in either order, conversion of the group Rto a
cyano group, convarsion of the group Z to a dimethylaminomethyl group, reduction of
a double bond represented by the dotted line to a single bond and /or conversion of the
group Hal to a flaoro group and then ringclosare under basic conditions of the S-
ensntiomer of formmla (IIs) or (IVs) or a labile ester derivative thereof to form a
compound of formula
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followed by in ejther order; if R i not cyano conversion of the group R to a cyano
group, if Z is not dimethylaminometryl conversion of the group Z to a
dimethylaminomethyl group, if the dotted line represents a double bond reduction to a
single bond and if Hal is not fluoro, conversion of Hal to a fluoro group, followed by
isolation of escitalopram or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

93. The method according to claim 92 wherein the mixture of the R- or S-
enantiomer of 2 compound of formula (II) and the opposite enantiomer of the
compound of formula (IV) obtained by enxymatic acylation has been separated from
each other by the isolation and purification process according to any of claims 84-87.

94.  The method according to claim 92 wherein the R- or S-enantiomer of &
compound of formula (II) and the opposite enantiomer of the compound of formula
(IV) obtained by enzymatic acylation has been separated from each other by the
isolation and purification process according to amy of claims 88-91.

95. Amethodﬁnﬂmprqmaﬁonofmomﬁccihlopm.mdloreadhloprmora
pharmacoutically acceptablo salt thereof comprising preparstion of the R-enantiomer
of a diol having the formula

Hel (tlx)

wherein R is cyano or a group which may be converted to a cyano group, the dotted
line represents a double or a ainglo bond and Z is a dimethyleminomethyl group or a

group which may be converted to a dimethylaminomethyl group and Hal is halogen,
or a salt thereof,

\O)
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or the R-enantiomer of an acylated diol having the formula

wherein R, Z, the dotted line Hal are as defined sbove, Wis O or S, and R® is -Y-R',
wherein R! is Cy.i0-alkyl, C;.1¢-alkenyl or Cy 1o-alkynyl sl of which may optionally be
substituted one or more times with substitnents selected from C,.jo-alkoxy, Ciao-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.jo-alkylamino, di-(C-10-
alkyl)amino, aryl, aryloxy, arylthio and heteroaryl, or R' is aryl, whesein any of the
aryl and heteroary] groups may optionally be substituted one or more times with
substituents selected from C.10-alkyl, Cy.10-alkenyl, C;-10-alkynyl, C;.ic-alkoxy, Ci.10-
alkylthio, hydroxy, halogen, amino, nitro, cyano, C;.j¢-alkylamino and di-(Cy.10-
alkyl)amino and Y is a bond, O, S or NH, or & salt thereof, by the method according
to any of claims 1-62, optionally followed by, in either order, conversion of the group
R to a cyano group, reduction of a double bond represented by the dotted line to a
gingle bond, converzion of the group Z to a dimethylaminomethyl group and /or
conversion of the group Hal to a fluoro group and then ringclosure under acidic
conditions of the R-enantiomer of formula (IIr) or (IVs) to form a mixture of the §-
enantiomer of the compound of formula
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and a minor amount of the corresponding R-enantiomer, followed by, in either order;
if R is not cyano conversion of the group R to & cyano group and, if Z is not
dimethylsminomethyl conversion of the group Z to a dimethylaminomethyl group, if
the dotted line represents a double bond reduction to form a single bond and if Hal is
not fluoro, conversion of Hal to a fluoro group, followed by isolation of escitalopram
mﬂlormemicciuloprlmoruphmbﬂninﬂyaeoepmblemtthﬂeoﬂ

96. The method according to claim 95 wherein the racemic citalopram is isolated
by precipitation of racemic citalopram free base or a salt thereof and escitalopram is
recovered from the mother liquor of the precipitation.

97. The method according to claim 95 wherein the mixture of the R- or S-
enantiomer of a compound of formula (II) and the opposite enantiomer of the
compound of formmla (IV) obtained by enzymatic acylstion has been separated from
each other by the isolation and purification process according to any of claims 84-87.

98.  The method according to claim 95 wherein the R- or S-enantiomer of a
compound of formula (II) and the opposite enantiomer of the compound of formula
(IV) obtained by enzymatic acylation has been separated from each other by the
isolation and purification process according to amy of claims 88-91.

PCT/DK2003/000537 lO}
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H. LUNDBECK AS
O et T
) K E IN [ LIMINARY
ng%E&O&PENHAGEN valoy EXAMINATION REPORT
(PCT Rule 71.1)
Date of maling
(daymonthier) 20.10.2004
Applicant's or agents fie reference
418 WO IMPORTANT NOTIFICATION
international application No. Inlemational flling daie (dapmonthyear) Priority date {dapmonthiaar)
PCTDK 0300537 12.08.2003 12.08.2002
Applicant

H. LUNDBECK AS st al.

application.

communication to all the elected Offices.

4, REMINDER

PCT Applicant's Guide.

1. The applicant is haraby notifled that this Intemational Preliminary Examining Authority tranemits herewith the
intemational preliminary examination report and its annexes, if any, established on the international

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the intemnational Bureau for

3. Where required by any of the electad Offices, the Intemational Bureau will prepare an English translation of
lherepon(butnotolanyannaxes)andwdlﬁunsmltsu&tmlmonbmmmﬂcu

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (fllmg
tranalations and paying national fees) within 30 months from the priority date {(or later in some Offices)
(Article 38(1)) {see also the reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTABSBGO1).

Where a translation of the Intemational application must ba fumnished to an alected Office, that translation
must contaln a trenelation of any annexee to the iIntemational preliminary axamination repon. it is the
applicant's responsibllity to prepare and fumish such translation directly to each elected Office concemned.

For further details on the applicable time limits and requiremments of the alectad Offices, see Voluma il of the

The applicant's attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventiva step

and industrial applicabliity described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intemational

preliminary examination and that "any Contracting State may a|
urposes of deciding whether, in that State, the claimed inventions is patentable or not” {(see also Article

27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to axemptions from patentability, requirements for
enabling disclosure, clarity and support for the claims.

pply additional or different criterla for the

Name and mulllnr address of the intemational Authorized OMcer

prellminary axamining authority: fn\
Eumnhrulhﬂlom Roche, S l \
Tol. +49 89 2399 - 0 Tx: 523658 spmu d Tel. +48 80 2399-8031 f
Fax: +49 89 2390 - 4465 \_—,J

Form PCTAPEA/416 (January 2004)
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(PCT Atrticle 36 and Rule 70)
Appiicant's or agents fie raference Sea Notificalion of Tranamittal of irtemational
418 WO FOR FURTHER ACTION Prefiminary Examination Report (Form PCTAPEAM16)
Intemational application No. intemational flling date (deyinonthyear) Priorty date (dayinonthjear)
PCTDK 0300537 12.08.2003 12.08.2002

Co785700

Intemational Patent Classification (IPC) or both national clagaification and IPC

Applicant
H. LUNDBECK A’ et al.

been amended and

1.  This intemational inary examination report has been prepared by this Intemational Prelim Examining
Auuwmhmm'{:mwmmmfgbmu b inery

2. This REPORT conalsts of a total of 5 sheets, including this cover sheet.

0  This report Is also accompanied by ANNEXES, Le. sheets of the description, claims andbr drawings which have

are the basls for this report andbr sheets contalning rectifications made befors this Authortty

(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Inatructions under the PCT).
These annexes consist of a total of sheets.

3. This report contalns Indications relating to the following Hems:

| [ Basisof the opinion
I O . Prioty
i 00 Non-estabiishment of opinion with regard to novelty, inventive siep and Industrial applicablity
Vv O Lackof unity of invention '
V B Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ll) with regard to novelty, inventive step or iIndustrial applicabiity;
citations and axplanations supporting such statement it
Vi O Coertain documants ched
VIl 01 Certaln defects In the international application
Vill 00 Cerlain cbaervationa on the Intamational application
Date of submisalon of the demand Date of compiation of this report
04.03.2004 20.10.2004
Name and maling addreas of the inlemetional Authorizect Officer
preiminary examining authority: /""\
Eumummtom B b \
D-80298 Mun j
j Tel. +40 50 2390 - 0 Tx: 523858 apmus d raimaier, W { 7
Feax: +49 88 2300 - 4465 Talephone No. +49 #9 2390-8327 \_.-"

Form PCTAPEA/408 (Cover Sheef) {January 2004)
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EXAMINATION REPORT Intemnational application No. PCT/DK 0300537

Basls of the report

1. With regerd to the elements of the Intemational application (Replacernent sheets which have been fumished to

the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred 1o in this report as "
and are not annexed lo thie raport since they do not coniain amendmentis (Rules 70.16 and 70.17)).

Description, Pages
1-77 as published

Claims, Numbers
1-98 as published

With regard to the language, all the elements marked above were avallable or fumished to thie Authority in the
language In which the international application waa filed, uniess otherwies indicated under this item.

Theae elemenis wers available or fumished to this Authority In the following languags:  , which is:
O the language of a translation fumnished for the purposes of the intemational ssarch (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the Ianguagé of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

. With regard 1o any nucleotide andlor amino acld sequence discicsed in the Intemational application, the

international preliminary’examination was carried out on the basie of the sequence listing: -

contained in the international application in written form.

filad-togethar with the international application in computer readable form.
fumnished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statament that the subsaquently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the intemational application aa filed has baen furnished,

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
listing has bean fumnished.

O Oo0Ooopoag

. The amandmants have resulted in the cancellation of:

O the description, pages:
0O the claims, Nos.:
O the drawings, sheets:
a

This report has been established as it (some of) the amendments had not been made, since they have
been considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).

(Any n;p#ncamamshnwontahmsuch amendments must be referred to under item 1 and annexed to this
report.

Additional observations, if necessary:

Form PCTAPEA/ 408 (January 2004)
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive or Industrial applicabliity;
citations and explanations supporting such statement step Pe "

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claime 1-98
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims 1-88, 84-98
No: Claimas 8983
Industrial applicability (IA) Yas: Claims 1-88
No: Claims

2. Cltations and explanations
ses geparate sheet

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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Re item V
Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

D1 : WO 00/12044
D2 : EP-A 0 347 066

The present invention refers to a method for making (es)citalopram via optically active
intermediates of general formulae (l1) and (IV) which are made available by selective
enzymatic acylation and deacylation of the racemates according to claims 1 to 88.

novelty
The subject-matter according to claims 1 to 98 Is novel pursuant to art. 33(2) PCT.

None of the documents of the available prior art describes the present method for
making (es)citalopram via the optically active intermediates of formulae (Il) and (IV)
which are made available by selective enzymatic (de)acylation of the racemates
according to claims 1-68 and 84-98 as well as the nove! Intermediates of formula (IV)
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BeltemV
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

D1 : WO 00/12044
D2 : EP-A 0 347 066

The present invention refers to a method for making (es)citalopram via optically active
intermediates of general formulae (ll) and (IV) which are made available by selective
anzymatic acylation and deacylation of the racemates according to claims 1 to 98.

novelty
The subject-matter according to claims 1 to 88 is novel pursuant to art. 33(2) PCT.

None of the documents of the available prior art describes the present method for
making (es)citalopram via the optically active intermediates of formulae (i) and (IV)
which are made available by selective enzymatic (de)acylation of the racemates
according to claims 1-68 and 84-98 as well as the novel intermediates of formula (IV)
according to claims 69-83. Novelty is therefore given.

Inventive step

The subject-matter according to claims 69 to 83 Is conSIdede net to be based on an
inventive step pursuant to art. 33(3) PCT.

Intermediates must themsaelves be based on an inventive step. Whether or not this
condition is fulfilled has to be decided by taking the following into consideration.

The R- and S- enantiomers of general formula (IV) according to independent claim 69
are novel intermediates for making (es)citalopram which is a well known anti-
depressant drug. These intermediates however are considered not to be based on an
inventive step in view of the present intermediate state of the ant. The R- and S-
enantiomers of general formula (|I} which are known intermediates for making
(es)citalopram (see ag D1, page 6 and D2, page 4) are regarded as equivalents to the
claimed acylated derivatives of general formula (IV) which can analogously be used to
be cyclised to the above known product.

The present intermaediates (V) are thus thought to be derivable from the prior art in an
obvious manner and can not be regarded as being inventive.

The subject-matter according to claim 69 as well as of dependent claims 70 to 83 is
considered not to be inventive (art. 33(3) PCT).

Form PCT/Separaie Sheet/409 (Shaat 1) (EPO-Aprll 1997)
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further remarks:

a. Contrary to clarity (art. 6 PCT), claims 84 to 91 are not dependent on independent
process claim 1.

b. Contrary to Rule 5.1(a)(iij) PCT, the relevant background art disclosed In D1 is not
mentioned in the description, nor is this document identified therein.

c. clerical corrections: in claim 10, first line the term "wherein and” is not deleted; in
claim 19, line 20 the abbreviation "pfp" is not defined by its proper name (see page 47);
in claim 23, line 5, one "wherein® is not deleted; in claim 25, line 13, it does not read
"suitably”; in claim 26, line 16 the term "is" is not deleted; in claim 30, second line, it
does not read "ethyl or" and in claims 85 and 89 it does not read "derivative".

Form PCT/Sapamte Shael/400 (Shest 2) (EPO-April 1687)
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INFORMATION CONCERNING ELECTED
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION

From the INTERNATIONAL BUREAU
To:

H. LUNDBECK A/S

Ottiliave] 9
{PCT Rule 61.3) DK-2500 Valby-Copenhagen
Denmark

Date of maling {day/month/year)

14 April 2004 (14.04.2004)
Applicant's or agent's flls refsrence

ol IMPORTANT INFORMATION

418 WO
Intsrnational applicstion No Intemations! fiing dats (day/monthivear) |Priority date (dey/monthiyesr)

PCT/DK2003/000637 12 August 2003 (12.08.2003) 12 August 2002 {12.08.2002)
Applicant

H. LUNDBECK A/S et al

Offices of its election:

Si,SK, TR

2. The following Officss have walved the
by the iInternstional Bureau only upon thelr request:

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

UG,UZ VC,VN,YU ZAZM ZW

PCT Applicant's Guide.

the purposes of obtaining a European patent.

1. The applioant is hersby informed that the intermnations! Buresu has, acoording to Artnb 31(2), notifled sach of the foliowing
EP :AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE ES,FLFR,GBR,GR, HUIEIT LU, MC . NL,PT,RO,SE,
Natlonal :BG,CA,CN,DE,G8.IL.JP.KP,KR,MN,NO,PL,RO,RU,SK,US

uiremant for the natification of their slectian; the notificstion will be sent to them
AP :GH,GM,KE,LS MW MZ,SD,SL,SZ2,TZ UG ZMZW

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

Nstional :AE,AG,ALAM,AT,AU,AZ BA,BB,BR,BY,BZ,CH,CO,CR,CU,CZ,0K,DM,DZ,EC,
EE,ES,F,GD,GE,GH,GM, HA,HU,ID,IN,IS KE.KG,KZLC,LKLR,LS,LT,LU,LV,MAMD,

MG, MK,MW,MX,MZ NI,NZ,OM,PG,PH,PT,SC,SD,SE,SG,SL,SY,TJ, TM,TN,TR,TT,TZ UA,

3. The applicant is reminded that he must snter the "nations| phase™ before the mxpliation of 30 months from the priority date
befare sach of the Offioss listad sbove. This must be dons by
tranalation of the intermational appliostion (Artiole 38{1)(a)), sa mll an, where appliosble, by
annexes of the International preliminary examination report {Article 38(3)(b) and Rutle 74.1).

paying the national fes(s) and furnishing , if presaribed, a
lshing a tranalation of any

Somg offices have fixed tima Imits expliring latar then the sbove-mentioned time limit. For detailed Information about the
°5||:II¢II:I| time limits and the acts ta be performed upon entry into the national phase before a partioular Qfflos, see Volume I

The entry into the Eurapsan reglonal phase Is postponed until 31 monthe from the priority dats for sl States designatad for

The Intarnationsl Bureau of WIPO Authorized officer:
34, chamin des Colombaties ALl SOLEIMAN
1271 Genwva 20, Switroriand
Facsimlle No. (41-22) 338.71.30 Telephone No. {41-22) 338 85564
Form PCTAB/332 (Septembaer 1897)

6200815
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE

COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL H. LUNDBECK A/'S
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES Ottillava] 8
DK-2500 Valby-Copenhagen
(PCT Rule 47.1(c), first scnience) DANEMARK
Date of mailing (

daymontivyear)
19 February 2004 (19.02.2004)

Applicant's or agent’s file reference

418 WO IMPORTANT NOTICE
Intemational application No. Inemational filing date (daywinontviyear) Priority date (dawinonth/year)
PCT/DK2003/000537 12 August 2003 {(12.08.2003) 12 August 2002 (12.08.2002)
Applicant

H. LUNDBECK A/S et al

1. Notice is bereby given that the Intarnational Buresu has commrunicated, as provided in Article 20, the international application to the
following designated Offices on the date indiested ahove as the date of mailing of this notice:

AU, AZ, BY, CH, CN, CO, DZ, EP, HU, JP, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, RU, TM, US

In accordance with Rule 47.1(c), third ssntence, those Offices will accept the presemt notics as conclusive avidence that the commmnication
of the imernational application bas duly taken place on the daie of mailing indicated above and po copy of the imarmational application is
required o be furnished by the applicant to the designated Office(s).

2. The fallowing designated Offices have waived the requirement for such a commmnication at this time:

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH,
GM,HR, ID, L, N, IS, KE, KZ, LG, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG, PH, PL,
PT, RO, 8C, SD, SE, 8G, SK, 8L, 8Y, TJ, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, 2M, ZW

The communication will ba made to those Offices only upon their regaest. Purthermoge, those Offices do not require the applicant 1o
farnish a copy of the international application (Rule 49. 1(a-bis)).

3. Enclosed with this notice is a copy of the intemational applicetion as publishad by the Intsmationsl Burcen on
19 February 2004 (19.02.2004) under No. WO 2004/014821

4. TIME LIMITS for flling a dunand for international preliminary esamination and for eatry into the national phase

‘The applicable time limit for entering the national phase will, suhject to what is said in the following paregraph, bo 30 MONTHS from
the priority date, oot only in reepect of any elected Office if a demand for international preliminary examination is filed before the
expiration of 19 months from the priorily date, but also o respect of any designared Ofice, in the absence of filing of such demand, where
Article 22(1) as modifisd with sffect from 1 AﬂMqﬂhhmpﬁofMdﬂigmldOﬁﬂ.Fuhrﬂnhﬁh.nPﬂGqﬂn
No. 4472001 of | November 2001, pages 199265, 19932 and 19934, a5 well as tha FCT Newsleer, October and November 2001 and
Fehruary 2002 issues.

In practice, e limits other than the 30-month time Hmit will continue o apply, for various periods of Ums, in respect of cenein
designated or eiected Offices. For regular updates on the appleabls time Wimits (20, 21, 30 or 31 monhs, or other time limit), Office by
Office, refer 1o the PCT Gazelte, the PCT Newsletter and the PCT Applicant's Guide, Volnme 11, National Chapiers, all availahle from
WIPO's intamet site, at hitp/ferww.wipo.iot/petenfindex.luml

mnm-mmmmmmmuumwm;m Volume VA, Chapter IX, Only an
applicast who is a national or resident of 2 PCT Conlmcting State which is bound by Chapier I hss the right to filc a demand for
inleruational preliminary examination (st present, all PCT Contracting States are bonnd by Chapter I1).

It is the applicant’s sole responalbility 1o monilor all these time limit

The Intematicnal Buresn of WIPO Autharized officer
B S s Gijsbertus Beijer - Carlos Roy
Facsimile No.(41-22) 740.14.33 Telephone No.(41-23) 338.91.11

rm PCT/IRAG8 (April 2002)
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PCT
INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(Articulo 36 y Regla 70 del PCT)
mdﬂowenhddmo PARA ACTUACIONES Ver notificacin de Transmisitn del Reparte de Examen
418 WO ADICIONALES Preliminar (Formato PCTAPEA416)
Soliciud Intamacional No. "Fecha de presentacidn Intemadional (dafmes/ao) Fecha de pricridad (dia/mes/efio)
PCT/DK03/00537 12/08/2003 12/08/2002

Clasificacion Intamacional de Patentes (IPC) o ciasicadion nadonal @ IPC

CO7B 57/00

Solicitants
H. LUNDBECK A/S et al.

1. Este informe de sxamen preliminar internacional ha sido preparado por esta Administracién encargada del
Examen Preliminar Intemacional y se envia al solicitante en concordancia con el articulo 38.

2. Este INFORME consta do una total de __ 5 hojas, incluyendo |a portada
O Este Informe tamblén se acompafia de ANEXOS, esto es documentos de la descripcion, reivindicaciones
y/o dibujos que han sido corregidos y que son la base de este informe y/o documentos que contienen
rectificaciones realizadas ante esta Administracién (Ver Regla 70.18 y Seccién 807 de las Instrucciones
Administrativas segun el PCT)

Estos anexos constan de un totalde __ 0 _ hojas.

3. Este Informe contiene indicaciones relativas a los sigulentes aspectos:

l KX Fundamentos del Informe
I O Proridad
1] O No se establece concepto relativo a la novedad, nivel Inventivo y aplicacién industrial
v [0 Carencia de unidad de la Invencién
Vv X Declaracién razonada segtin el articulo 35(2), en relacién con la novedad, nivel inventivo o
aplicacion industrial; citaciones y explicaciones que soportan dicha declaracion
vi O Clertos documentos citados
Vil [0 Clertos defectos de la solicitud intemacional
VIl [0 Clertas observaciones respecto a la solicitud intemacional
Facha de presantacidn de la damanda Fecha de terminacién de este reporte
04/03/2004 20/10/2004
Nombre y direccion de comeo de la autoridad .
encargada del examen preliminar Fundonario Autorirado
Oficina de Patantes Europsa ..
D-80268 Munich Breimaier, w
Tel. +48 88 2360 — § T: 523656 epmu d
Fax: +40 89 2300 — 4485 Teléfono No. +49 80 2300-8327

“Formato PCT/IPEA/409 {portada) (enero 2004)
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Solicitud Intemacional No. PCT/DK03/00537

PRELIMINAR INTERNACIONAL

3.

0O 0O0O0oad

oog

Base del Informe

Respecto a los elementos de la solicitud interacional (Las hojas de reemplazo que han sido entregadas
a la Oficina receptora en respuesia & la Invitacién bajo el Articulo 14 se refieren en aste informe como
“originaimente preseniadas” y no se anexan a este informe ya que elfas no contianen modificaciones (Regla
70.186 y 70.17):

La descripcién:
péginas __ 1 —77 _, como se publilcd

Las reivindicaciones:
nimeros __1-98 , como se publicd

Respecto al lenguaje, todos los elementos marcados anteriormente estuviercn disponibles o fueron
enviados a la Administracién en el lenguaje en que se presentd la solicitud intemacional, a menos
que se indique otra cosa en este punto.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron enviados a esta Administracién en el sigulente
lenguaje ol cual aa:

[0 ellenguaje de la traduccidn enviada para propdsiins de la bisqueda intemaclonel (bajo Regla 23.1  (b)).
O ellenguaje de la publicacién de la solicttud intemnaclonal (bajo Regla 48.3(b)).
O el lenguaje de la traduccién entregada con propdsitos del examen preliminar Intemacional (bajo Regla

55,2 ylo 55.3).

Respecto a cualquier secuencla de nucleétido y/o amino icldos divulgada en la solicitud
Intemacional, el examen preliminar Intemacional se llevd a cabo con base en el listado de
secuencias:

contenido en la soliclud Internacionat en forma escrita

presentado junto con la solicitud intemacional en forma legible por computador

entregado posteriorments a esta Administracion en forma legible por computador

La declaracién de que el listado de secuenclas posteriorments entregado no va mas alla de lo divulgado
on la sollcitud intemacional originaiments presentada, ha sido enfregada.,

La declaracién de que la Informacidn gmbada en la forma laglble por computador es Idéntica al listado de
secuenclas escriio que se ha entregado.

Las modificaciones han dado como resultado la cancelacion de:
la deacripcidn, paginas s

laa reivindicaciones, Nos. ___
los dibujos, pégina

[0 Este reporte ha sido establecido como si (parte de) las modificaciones no se hubleran reallzado,

ya que éstas han sido consideradas como una ampllacién de lo Iniclaimente divuigado como se
indica en [a Casllla Suplementaria (Regla 70.2(c)).

{Cuaiquler hoja de reemplam que contenga dichas modificaciones deberd ser referida bejo el punto 1 y
anexade a esfe informe).

Observaciones adiclonales, en caso de ser necesario:
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V. Declaraclén motivada segin el Articulo 82(2)(ll} en cuanto a la novedad, el nivel inventivo y la
aplicacién Industrial; citas y explicaclones que soportan dicha declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) - Relvindicaciones 1-98 Si
Relvindicaclonas NO

Nivel inventivo (NI) Relvindicaciones 1-68, 84-88 Sl
Reivindicaciones 68-83 NO

Aplicacién Industrial (Al) Reivindicaclones 1-98 Sl
Reivindicaclones NO

2. CHas y explicaclones

Ver hoja separada
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HOJA SEPARADA

Re Punto V

Declaraclén motivada en cuanto a la novedad, el nivel Inventivo y la aplicacién
Industrial; citas y explicaclones que soportan dicha declaracién

D1: WO 00/12044
D2: EP-A 0 347 066

La presente invencién se refiere a un método para preparar (es)citalopram mediante
intermediarios activos dptimamente de la formula general (Il} y (IV) los cuales se ponen a
disposicidn mediante acilacién encimética selectiva y deacilacion de los recematos de
acuerdo con las reivindicacién es 1 a 98.

Novedad

La materia objeto de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 98 es novedosa de acuerdo con
el articulo 33(2) del PCT.

Ninguno de los documentos del estado del arte a disposicién describe el presente método
para preparar (es)citalopram por medio de intermediarios 6ptimamente activos de la
formula (Il) y (V1) los cuales se ponen a disposicibn mediante (de)acilacion encimatica
selectiva de los racematos de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 68 y 84 a 98, asi como
los intermediarios novedosos de formula (V) de acuerdo con las reivindicaciones 69 a 83.
Por lo tanto la novedad esta dada.

N wvel Inventivo

La materia objeto de acuerdo con las reivindicaciones 69 a 83 se considera como que no
so basa en un nivel inventivo de acuerdo con el articulo 33(3) del PCT.

Los intermediarios tienen que basarse en un nivel inventivo por si mismos. Si esta
condicién se cumple o no tiene que ser decidida por medio de tener o siguiente en
consideracion:

Los enantibomeros R- y S- de la formula general (IV) de acuerdo con la reivindicacion
independiente 69 son intermediarios novedosos para la preparacién de (es)citalopram el
cual es una droga antidepresiva reconocida. Sin embargo estos intermediarios se
consideran como que no se basan en un nivel inventivo en vista del presente estado del
arte de intermediarios. Los enantibmeros R- y S- de la formula general (ll) los cuales con
intermediarios conocidos para la preparacion de (es)citalopram (ver por ejemplo D1,
pagina 6 y D2, pagina 4) son referidos como equivalentes de los derivados acilados
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reivindicados de la formula general (IV) los cuales pueden ser utilizados analogamente
para ser ciclados al producto conocido arriba.

Por lo tanto, se piensa que los presentes intermediarios (IV) son deducibles del estado del
arte de manera obvia y no pueden ser refaridos cono que sean inventivos.

La materia objeto de acuerdo con la reivindicacién 69 asl como la de las reivindicaciones
dependientes 70 a 83 es considerada como que no es inventiva (art. 33(3) del PCT).

Observaclones adicionales:

a. Contrario a la claridad (art. 6 del PCT), las reivindicaciones 84 a 91 no son
dependientes del proceso independiente de la reivindicacién 1.

b. Contrario a la regla 5.1(a)(ii) del PCT, el estado del arte relevante divulgado en el
documento D1 no es mencionado en la descripcion, tampoco se identifica este documento
en la misma.

C. Correcciones tipogréficas: en la reivindicacion 10, en el primer renglén la expresion
“wherein and" no se ha eliminado; en la reivindicacién 19, renglén 20, la abreviacién “pfp”
no esta definida por sus nombres comrectos (ver pagina 47); en la reivindicacién 23,
renglén 5, uno de los “wherein” no se ha eliminado; en la reivindicacién 25, renglén 13, no
se lee “suitably”; en la reivindicacion 26, renglén 16 la expresion “is” no se ha eliminado;
en la reivindicacion 30, segunda linea, no se lee “ethyl 0° y en las reivindicaciones 85 y 89
no se lee “derivative”.
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Método para la Separaci6n de Intermediarios que pueden ser Utilizados para

la Preparacién de Escitalopram

La presente invencién se refiere a un método nuevo para la preparacion de -
intermediarios épticamente activos (tiles para la preparacion de escitalopram que

involucra la adllacién o desacilacién enzimética selectiva.

Antecedentes de la Invencién

Citalopram es un farmaco antidepresivo bien conocido que ha estado en el
mercado durante algunos afios.

Es un inhibidor de recaptacion de serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT)
que actda en forma central, por lo que presenta actividades antidepresivas.

Citalopram se reve!d por primera vez en el Documento DE 2.657.013 que
comresponde a la patente Estadounidense No. 4.136.193. Esta publicacién de
patente bosqueja un proceso para la preparacién de citalopram a partir del
correspondiente 5-bromo-derivado mediante la reaccidn con cianuro cuprosc en

.un solvente adecuado y mediante la alquilacién de 5-bromo-ptalano.

La Patente Estadounidense No. 4.943.580 comespondiente a EP-B1-347
066 describe dos procesos para la preparacién de escitalopram (enantibmero S
de citalopram).

Ambos procesos utilizan el diol racémico que tiene la formula
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como material de partida. De acuerdo con el primar proceso, el diol de la
férmula (l) se hace reaccionar con un derivado de écido enantiSmericamente
puro, tal como cloruro de (+) o (-)-a-metoxi-a-trifluormetil-fenilacetilo para formar
una mezcla de ésteres diasteredmericos, que se separan mediante HPLC o
cristalizacion fraccional, por lo que el éster con la comecta estereoquimica se
convierte enantioselectivamente en escitalopram. De acuerdo con el segundo
proceso, el diol de la formula (lI) se separa en los enantimeros mediante
cristalizacion estereoselectiva con un écido enantioméricamente puro tal como
écido (+)-di-p-toluciltartérico, por lo que el enantimero S del diol de la formula (A)
se convierte enantioselectivamente en escitalopram.

En la actualidad escitalopram ha sido desarrollado como un antidepresivo.
Por lo tanto, existe [a necesidad de un método mejorado para la preparacién de
escitalopram.

Se ha hallado que el enantibmero S del diol de la férmula (1) anterior como
también los derivados acilados del mismo puede prepararse mediante acilacion
enzimética selectiva del grupo hidroxilo primario en el diol racémico para obtener

S-diol 0 un derivado acilado del mismo con elevada pureza éptica y ademds que
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los enantiomeros obtenidos pueden separiarse mediante una serie de funciones
de aislamiento y purificacion.

Lainvencién

En consecuencia, la presente invencion se refiere a un proceso nuevo para

la preparacién del enantiomero S o R de un diol que tiene la fdrmula

donde R es ciano o un grupo que puede converlirse a un grupo ciar;o, Zes
un grupo -CH-N(R'R”") donde R" y R™ son alquilo Cis, 0 R* y R estén
conectados entre si para formar una estructura cldica incluyendo el 4tomo N al
cual estén unido, o Z es un grupo que puede convertiree a un grupo
dimetilaminometilo, la linea punteada representa un enlace doble o simple y Hal
es halégeno o una sal del mismo, y/o el enantibmero opuesto de un diol acilado
que tiene la férmula |



donde R, Z, la linea punteada y Hal son como se definieron anteriormente,

Waes 00 S, yR*es —Y-R', donde R’ es alquilo Cy.10, alqueniio Cz.40 © alquinilo C,.
iotodos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Ci., alquiltio Cio hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.1e, di<{alquil C(g)amino, arilo, arilaxd,
arilio y heteroarilo, o R' es arilo; en donde cualquiera de los grupos arilo y

" heteroarilo pueden estar opcionalments sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alquilo Cy.1g, alquenilo Cao, alquinilo Ca.4g,
alcoxi Cy.10, alquiltio Cy.10, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino C;.
1oy di-(-alquil Cy.y0)amino e Y es un enlace, O, S o NH, o una sal del mismo, que

comprende

a)  someter un compuesto racémico de férmula
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donde R, Z, ia linea punteada y Hal son como se definleron anteriornienta.
para la acilacion enzimética selectiva utilizando un agente acilante que tiene la
férmula

(b) ' (iic)

JU LWL

o-un isocianato que tiene la férmula R'-N=C=0 o un isoliocianato que tiene
la formula R'-N=C=S$;

donde XesOoS;Wes Qo0 S;Ues 00S,Veshaldgenoy

R? es alquilo Cy.10, alqueniio Ca490 alquinilo C2.10 todos los cuales pueden
estar opcionalmente sustituidos una o méas veces con sustituyentes seleccionados
a partir de alcoxd Ci.0, alquiltio Cy40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,

alquilamino Ci.e, di-{alquil Ci.10)amino, arilo, ariloxi, ariltio y heteroarilo, 0 R® es
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arilo, donde cualquiera de los grupos arilo y heteroariio pueden estar
opcionalmente sustituidos una o méas veces con sustituyentes seleccionados a
partir de alquilo Cy.10, alqueniio Cz.0, alquinilo Cz.40, alcoxi Cy.1o, alquiltio Cy.0,

hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.1oy di<{alquil C1s0)amino;

R' es como se defini6 para R®

R2 es como se definié para R%, o R? es un grupo safiente apropiado;

o R®y R' juntos forman una cadena de 3 a 5 4tomos de carbono;

siempre que Wy U no sean S cuando X es S; para formar una mezcla del
material de partida de la férmula (II) en cualquier fooma R o S y el enantibmero
opuesto del diol acilado que tiene la férmula

en donde R, W, Hal, R®, Ia linea punteada y Z son como se definieron
anteriormente; o

b) someter un compuesto racémico de férmula



en donde R, Z, W, Hal la linea punteada y R® son como se definieron
anteriormente, para desacilacion enzimatica selectiva para formar una mezcla de
un compuesto desacilado de formula

01

en donde R, Hal, la linea punteada y Z son como se definieron
anteriormente en cualquier forma R o0 S y el material de partida acilado de la
férmula (V) en la forma del enantiomero opuesto;

opcionalmente seguido de, en cualquier orden, el aislamiento del
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enantibmero S o R del compuesto de féﬁnu‘la (i) y/o el enantibmero opuesto del
compuesto de formula (IV) o una sal del mismo. '

La invenci6n ademas se refiere a los métodos para la separacion de las
mezclas de un enantidmero de férmula (IV) a partir del enantimero opuesto de
férmula (lI) y a los enantiomeros Ry S de los compuéstos de férmula (IV) anterior.

Finaimente, la invencidn se refiere a un método para la preparacién de
escitalopram y citalopram racémico a partir de los enantiGmeros de un compuesto
de férmula (il) obtenido mediante la acilacién enzimética selectiva o desacilacién
de acuerdo con la invencién, o los enantibmeros del derivado de acilo

6pticamente activo de férmula (IV) obtenido mediante la acilacién enzimética
selectiva o desacilacién de acuerdo con la invencién.

Descripcién Detallada de la Invencién

Cuando se utiliza en conexién con los compuestes de férmula (il), (IV) y
(V), los téminos "enantidémero”, “enantibmero R", “enantibmero 8°, “forma R",
*forma S°, "R-diol" y "S-diol" se refiere a la orientacién de las grupos alrededor de!
atomo de carbono al cual el grupo 4-Hal-fenilo esté unido.

La presente invencitn se relaciona, de este modo, en una realizacién, con
una adilacidn enzimética selectiva como ia anterior y en otra realizacién a una
desacilacién enzimética selectiva como la anterior.

La acilacion enziméatica selectiva significa que la acilacién enzimética es
efectiva preferentemente para la conversién de uno de los enantibmeros de un
compuesto de férmula (ll) preferentemente dejando el otro enantibmero del
compuesto de férmula (I1) descubisrto en la mezcla de reaccion.

La desacilacibn enzimitica selectiva significa que la desacilacitn
enzimatica es efectiva preferentemente para la conversién de uno de los

enantibmeros de un compuesto de férmula (IV), preferentemente, dejando el ofro
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enantiémero del compuesto de férmula (IV) descubiérto en la mezcla de reaccién.

La acilacién selectiva de acuerdo con la invencién da por resultado, de este
modo, una mezcla que contiene preferentemente el compuesto de formula (1) en
{a foma § y el compuesto de fdrmula (V) en la forma R, o puede dar por
resultado una mezcla que contiene preferentemente el compuesto de farmula (ll)
en la forma R, o puede resultar en una mezcla que contiene preferentemente el
compuesto- de férmula (Il) en la forma R y el compuesto de férmula (IV) en la
forma S.

De igual modo, la desacilacion enzimdtica selectiva puede dar por
resultado una mezcla que contiene prefarentemente al compuesto de férmula (IV)
en la forma S y el compuesto de férmula (il) en la forma R, o puede dar por
resultado una mezcla que contiene preferentemente el compuesto de férmula (IV)
en la forma R y el compuesto de-férmula (ll) en la forma S.

La mezcla de la composicién obtenida después de la acilacion o

desacilacién de acuerdo con la invencién depende de la hidrolasa especifica
utilizada y las condiciones en las cuales se lleva a cabo la reaccién. La
caracteristica de la acilacion / desacilacibn enzimética de acuerdo con la
-invencién es que una porcién considerablemente mayor de un enantibmero que
del otro se convierie. La pureza 6ptica del diol de la férm;.'lla (Il) y/o el compuesto
acilado de la férmula (IV) obtenida mediante el método de resolucién éptica de la
presente invencidn es usualmente al menos 90% ee, preferantemente al menos
95% ee, méas preferentemente al menos 97% ee y méas preferentemente al menos
98% ee. Sin embargo, son aceplables valores més bajos para la pureza Optica.

E! material de partida para el método enzimatico de la invencién es un diol
racémico de férmula (ll) o un derivado de acilo racémico de férmula (IV).

En una realizacion preferida de la invencién R es halégeno o ciano, ciano
es el mas preferido,
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‘En una cuarta realizacion prefeﬁda.de la invencion Hal es ﬂﬁo;-.

En ofra realizacién de la invencién, la linea punteada en la férmula (Il) y
(V) es un eniace simple.

En una realizacién Z es dimetilaminometilo 0 un grupo que pusde
convertirse a dimetilaminometilo. En una realizacion apropiada Z es
 dimetilaminometito.

Més preferentemente, Hal es flGier, R es ciano, la iinea punteada es un
enlace simple y Z es dimetilaminometilo.

El agente: acilante utilizado para la acilacién enzimética de acuerdo con la
invencién puede ser uno de los compuestos de férmula (lila), (liib), vy (llic)
adecuado.

En ofra realizacién; el agents acilante utilizado de acuerdo con la invencién
s cualquiera da los compuestos de férmula (llia) y (llib).

De acuerdo con oftra realizacién de la invencion, el agente acilante utilizado
@s un compuesto de férmula (llla).

De acuerdo ain a otra realizacién de la invencitn, el agente acilante
utilizado es un compuesto de férmula (llib).

De acuerdo atn a otra realizacién de la invencién, el agente acilante es un

compuesto de férmula (liic).

Cuando ol agente acilante es un compuesto de férmula (illa), U es O
apropiado. -

Cuando el agente acilante es cualquiera de los anteriores, W es O
apropiado.

Cuando el agente acilante es cualquiera de los anteriores, X es O
apropiado. '
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En forma apropiada, los sustituyentes R% R' y R? en cualquiera de los

agentes acilantes (lila), (liib) y (ilic) definidos en cualquiera de las realizaciones

anteriores, son los siguientes:

R?, R' y R? se seleccionan independientemente de alquilo Cy.s, alquenilo Czsy
alquinilo C2.s todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o mas
veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cis, alquiltio Cig,
hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.ey di-{alquil Cs.¢)amino o R?
es un grupo saliente apropiado, tal como succinimidilo, HOBt y pfp, o R° y R!
juntos forman una cadena de 3-5 dtomos de carbono, en forma més preferida R°,
R' y R? se seleccionan independientemente de alquilo Cy4, alquenio Ca4 y
alquinilo C24 todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més
veces con sustituyentes selaccionados a partir de alcoxi Ci4, alquilio Cyy, -
hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cq4 y di-{alquil Ci)amino o R2
o8 un grupo saliente apropiado, tal como succinimidilo, HOBt y pfp o R° y R!
forman juntos una cadena de 3—5 atomos de carbono, en forma mas preferida
R% R'y R? se seleccionan independientemente de alquilo Cy.s, alqueniic Casy
alquinilo C23 todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més
veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cq.a, alquiltio C1.5, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.ay di<{alquil Cm)amino. adn en forma
més preferida R’y R' es alquilo Cy.s, en particular alquilo Cy.3sin ramificar y R?
es alquilo C1.3 sustituido una o més veces con halégeno o R?es alquenilo Ca.
Convenientemente, los sustituyertes R° y R' en los agentes acilantes de
férmula (llla) como se definieron en cualquiera de las realizaciones anteriores,
son los siguientes:
R y R se seleccionan independientemente de alquilo Ci.s, alquenilo Cae y
alquinilo Cz¢todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o mas

veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cis, alquiltio Cie,
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hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alqﬁilamino Ci.ey di<{alquil Cy.g)amino, més
conveniente R°y R' se seleccionan independientemente de alquilo Cy, alquenilo
Ca.4 Y alquinilo Ca4todos los cuales pueden estar opcionaimente sustituidos una o
mds veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi C14, alquiltio Cy.,
hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy4y di{alquil C1<)amino, R%y
R' *se seleccionan independientemente de alquilo C..s, alquenilo Ca3 y alquinilo
Cas todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o mas veces
con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cia, alquiltio Cq.a, hidroxi,
halégena, amino, nitro, ciano, alquitamino Cys y di<{alquil Ci.s)amino, en forma
més preferida Ry R' son independientemente alquilo Cy.4y més preferido, R y
R! es alquilo C1.s, en particular alquilo Cyasin ramificar, propilo apropiado.
Convenientemente, los sustituyentes R' y R? en los agentes acilantes de
férmula (llib) como se definieron en cualquiera de las realizaciones anteriores,
son los siguientes:
R' y R? se seleccionan independientemente de alquilo Cie, alquenilo Cae y
alguinilo Cz4 todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més
veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cy., alquiltio C1.e, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci¢ y di<{alquil Cis)amino o R*es otro
grupo saliente, tal como succinimfdilu. HOBt y pfp, més conveniente R' y R? se
seleccionan independientemente de alquilo Ci4, alquenilo Ca4 y alquinilo Cay
todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més vecas con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Ci4, alquiltio Ci4, hidrox,
haldgeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci4y di<(alquil Ci4)amino o R*es otro
grupo saliente, tal como succinimidiio, HOBt y pfp, preferentemente R' se
selecciona de alquilo Ci.3, alquenilo Ca3 y alquinilo Ca3 todos los cuales pueden
estar opcionalmente sustituidos una o méas veces con sustituyentes seleccionados

a partir de alcoxi Cy.a, alquiltio Cys, hidroxi, haldégsno, amino, nitro, ciano,
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alquilamino Cyay di<alquil Ci.s)amino y R? es alquilo Cy4sustituido una o més
veces con halégeno, R2 es alquenilo Ca4 0 R? es otro grupo saliente, tal como
succinimidilo, HOBt y pfp, en forma mas preferida R' es alquilo C1.3, -alquenilo C,.
» 0 alquinilo Caatodos los cuales pt_:_edan estar opcionaimente sustituidos una o
mas veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cq.3, alquiltid Cy.a,
hidroxi, halbgeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.3y di{alquil Ct.s)amino y R?
es alquilo, C,.ysustituido una o més veces con halégeno o R? es alquenilo Cys,
aun es méas preferido que R' sea alquilo Cy.3y R? sea alquilo Cy.ssustituido una o
més veces con halégeno o R? es alquenilo Caa, y més conveniente R' es alquilo
Ci.s, en-particular alquilo Cy.38in ramificar, tal como metilo, etilo o propilo y R2 es
alquenilo Caa.

R? que significa Cs.3-alquilo sustituido una o més veces con halégeno es un
grtipo saliente apropiado que incluye los grupos tales como 2,2,2-tricloroetilo y
2,2 2-trifluoretilo, en particular, 2,2, 2-trifluoretilo.

' En una realizacién especifica de la invencién, el agente acilante de férmula
(i'b) anterior es un compuesto en donde R? es vinilo.

De acuerdo con otra realizacién especifica de la invencién, el agente
acilante de f6rmula (llib) es un compuesto como el anterior en donde R' es
propilo. Esta realizacidn especifica abarcd un agente acilante preferido de la
invencién, a saber butirato de vinilo. .

De acuerdo con otra realizacién de la invencién, el agente acilante es un
compuesto de formula (ilic).

Convenientemente, el sustituyente R' en el compuesto de férmula (Mic)
como se definié en cualquiera de las realizaciones anteriores, son los siguientes:
R’ es alquilo Cy.¢, alquenilo C2s y alquinilo Cz.e todos los cuales pueden estar
opcidnalmnta sustituidos una o méas veces con sustituyentes seleccionados a

partir de alcoxi Cis, alquiltio Cie, hidroxi, hal6geno, amino, nitro, ciano,



AR °

alquilamino Cy4 y di{alquil Cyg)amino, més conveniente R' es alquilo Cy,
alquenilo Cz4 y alquinilo Cz4 todos los cuales pueden estar opcionalmente
sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccioriados a partir de alcoxi
Ci+, alquiltio Ci4, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy4 y di-
(alquil Cy4)amino, praferentemente R' es alquilo C1.3, alquenilo Cas y alquinilo Cas
todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
alcoxi Cy.s, alquiltio Cy., hidroxi, halbgeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cisy
di-{alquil Cs.3)amino, en forma més preferida R' es alquilo Cy.s, alquenilo Ca3 0
alquinilo C,3, y més conveniente R* es alquilo Cy.3, en particular alquilo Cy.s sin
ramificar, tal como metilo, etilo o propilo.

V es conveniente que se cloro.

El agente acilante utilizado de acuerdo con Ia invencién puede ser ademés
un isocianato de férmuta R'-N=C=0 o un isotiocianato de férmula R'-N=C=S.

De este modo, en otra realizacién de la invencion, el agente acilante es un
isotiocianato de férmula R*-N=C=0,

De este modo, en ofra realizacion de la invencién, el agente acilante es un
isocianato de férmula R'-N=C=S.

Convenientemente, el sustituyente R' en el isocianato y el isotiocianato
como se defini6 en cualquiera de las realizaciones anteriores, son los siguientes:
R' es alquilo Cy.s, alquenilo Cas 0 alquinilo Cz4 todos los cuales pueden estar
opcionalmente sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados a
partir de alcoxi Cis, alquilio Cis hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino Ci4 y di{alquil Cis)amino, méas conveniente R' es alquilo C,,
alquenilo Ca4 o alquinilo C.4 todos los cusales pueden estar opcionalments
sustituidos una o méas veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi
Ci4, alquiltio Cy4, hidroxd, halgeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy4 v di-
(alquil Ci«)amino, preferentemente R' es alquilo Ci.3, alqu'enilo C23 0 alquinilo Ca3
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todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos 'una o més veces con
alcoxi Cy.3, alquiltio C4.s, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cay
di{alquil Cs.3)amino, en forma més preferida R! es_alquilo Ci.s, alquenilo C23 0
alquinio C,3 y més conveniente R' es alquilo Ci.3, en particular alquilo Cy.asin
ramificar, tal como metilo, etilo o propilo.

La invencion ademéas abarca un método para la desacilacién enzimética
selectiva de un compuesto racémico de formula (IV) como se definid

anteriormente.

Convenientements, el compuesto racémico de férmula (IV) utilizado, es un
comnpuesto endonde Y es 0,0 S,

De acuerdo con otra realizacién el compuesto racémico de férmula (IV)
utilizado, es un compuesto en donde Y es O.

Aln en ofra realizacién de la invencién el compuesto racémico de fGrmula
(IV) utilizado es un compuesto en donde Y es S.

En ofra realizacién de la invencién el compuesto racémico de férmula (IV)
utilizado es un compuesto en donde Y es un enlace.

Convenientemente, el sustituyente R' en el compuesto racémico (IV) como
se definid en cualquiera de las realizaciones anteriores, es el siguiente: alquilo C.
10, @lquenilo Ca.40 0 alquinilo Ca40 todos los cuales pueden estar opcionalmente
sustituidos una o mds vecas con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi
Ci-10, alquiltio Cy.10, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.yy di-
(aiquil C110)amino, més conveniente R* es alquilo Ci.10, alquenilo Ca.40 0 alquinilo
Ca10 todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces
con sustituyentes seleccionados a partir de hidroxi, haldgeno, amino, nitro y
ciano, preferentemente R' es alquilc Cio, preferentemente alquilo Cio sin
ramificar y en forma més preferida R' es alquilo C..108in ramificar.

" De acuerdo con la invencion, la acilacién enzimética selectiva sa lleva a
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cabo en condiciones de hidrdlisis susténcialmehte suprasora. La hidrdlisis, que es
la reaccién inversa de la reaccién de acilacién, se produce si el agua esta
presente en el sistema de reaccién.

De sste modo, la acilacion enzimética selectiva se lieva a cabo
preferentemente en un solvente orgénico libre de agua o un solvente organico
casi anhidro (las enzimas normalmente requieren la presencia de aigo de agua
para ser activas). Los ejemplos a continuacion, ilustran de qué manera la adicién
de agua afecta la conversion. El porcentaje de agua permitido en un sistema de
reaccién particular, puade estar determinado por un experto en |a técnica.

El solvents orgénico que puede ser utilizado para la reaccién de acilacion,
no es particularmente importante en tanto que no desactive la enzima utilizada.
Los solventes apropiados incluyen hidrocarburos tales como hexano, heptano,
benceno, y tolueno; éteres tales como dietil éter, diisopropil éter, tetrahidrofurano,
1.4-dioxano, terc-butil metil éter y dimetoxietano; cetonas tales como acetona,
dietil cetona, butanona, y metil etil cetona; ésteres tales como acetato de metilo,
acetato de etilo, butirato de etilo, butirato de vinilo y etil benzoato; hidrocarburos
halogenados tales como cloruro de metileno, cloroformo y 1,1,1-tricloroetano,
alcoholes secundarios y terciarios, tales como terc-butanol, solventes con
contenido de nitrbgeno tales como dimetilformamida, acetoamida, formamida,
acetonitrilo, y propionitrilo; y solventes polares apriticos tales como
dimetilsulfoxido, N-metilpirrolidona y hexametitfésforo triamida.

Entre ellos, se prefieren los hidrocarburos tales como hexano, 'heptano.
benceno y tolueno, éteres tales como dietil éter, diisopropil éter, 1,4-dioxano y
terc-butil metil éter y ésteras tales como butirato de vinilo. Para una enzima, los
solventes més preferidos pueden ser los hidrocarburos arométicos tales como
bencsno o tolueno y éteres, se prefiere tolueno y para otras enzimas los solventes

més preferidos pueden ser éteres tales como 1,4-dioxano (ver los ejemplos a
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continuacién). Los solventes anteriores puede ser ulilizados solos o en
combinacién de dos o més solventes.

La concentracién de diol racémico da formula (i) y el agente acilante no
deben se demasiado elevados ya que una concentracion elevada de reactivos en
el solvente puede conducir a una acilacién no-selectiva del diol racdmico. La
concentraciéon apropiada de diol racémico y el reactivo acilante es por.debajo de
1.0 M, més conveniente por debajo de 0.5 M, aln més apropiado por debajo de
0.2 M o aun méas adecuado por debajo de 0.1 M. Una persona capacitada en la
técnica podra determinar la concentracién éptima de diol racémico y del agente
acilante.

La desacilacibn enzimética selectiva se lleva a cabo preferente;nenta en
agua o una mezcia de agua y un solvente orgénico, adecuado en presencia de un
buffer. E! solvente orgénico que puede ser utilizado en la reaccién, no es
particularriente importante en la medida que no desactive la enzima utilizada. Los
solventes orgénicos convenientes son los solventes miscibles con agua tales
como alcoholes, acetonitriio, DMF, DMSO, dioxano, DME y diglima. La persona
capacitada podréa identificar otros solventes adecuados. Un experto en la técnica
podré determinar la concentracién éptima del compussto racémico de férmula (IV)
utilizado en la reaccion.

La estereoselectividad de la enzima utilizada, puede incrementarse
llevando a cabo la acilacién o desacilacién en presencia de un écido orgénico y/o
una 'base orgéanica.

En consacuencia, la presente invencién también se refiere a un proceso en
donde la acilacién enzimética o la desacilacién enzimética se lleva a cabo en
presencia de una base organica o un écido orgdnico o una mezcla de los mismos.

En una realizacién particular, la invencién se refiere a un proceso en donde

la acilacién enzimética o la desacilacion enziméatica se llevan a cabo en presencia
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de un 4cido organico, es conveniente el dcido carboxilico orgénico.

En otra realizacién, la acilacién enzimética se lleva a cabo en presencia de
un écido organico, convenientemente un acido carboxilico orgénico.

El dcido organico anterionmente mencionado adecuado es un &cido
carbaxilico aromatico o un écido carboxilico alifético.

Como écido orgénico que puede ser utilizado en la reaccién, pueden
mencionarse, dcidos alquil carboxflicos, 'édcidos cicloalquilcarboxilicos, Acidos
cicloalquilcarboxilicos, dcidos fenil-alquilcarboxilicos opcionalmente sustituidos y
écjdos fenilcarboxilicos opcionaimente sustituidos. Los écidos carboxilicos
alifaticos adaecuados, son los dcidos carboxilicos tales como dcido férmico, écido
acético, Acido propidnico, écido n-butirico, dcido iso-butirico, acido 2-etilbutirico,
écido n-valerico, éicido iso-valerico, écido pivalico, dcido n-caproico, dcido iso-
caproico, é&cido decanoico, &cido crotdnico, &cido palmitico, décido
ciclopentanocarboxjlico, #Acido ciclohexancarboxilico, #&cidos fenil-Ci4-
alquilcarboxiicios tales como écide 3-fenilpropidnico, écido 4-fenilbutirico, édcido
oxalico, acido malbnico, y &cido tartérico. Los écidos carboxflicos arométicos
adecuados, incluyen écidos tales como Acido benzoico, écido p-clorobenzoico,
écido p-nitrobenzoico, dcido p-metdxibenzoico, écido p-toluico, Acido o-toluico,
écido m-toluico, &cido nafioico, dcido ftdlico y écido terftalico, écido sallcilico,
écido hidrocinnamico por ejemplo.

De este modo, de :;cuerdo con una realizacion de la invencion, el &cido
orgéinico utilizado para mejorar la esterecselectividad de la enzima se selecciona
de écido n-propibnico, &cido iso-propibnico, écido n-butirico, dcido iso-butirico,
acido iso-valerico, acido 2-etilbutirico, 4cido croténico, &cido palmitico, 4cido
ciclohexancarboxilico, écido pivalico, acido benzoico, y acido p-toluico, &cido
salicilico y acido 3-fenilpropiénico. De acuerdo con otra realizacién de la
invencion, el acido carboxllico utilizado es écido pivalico.
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La cantidad del acido organico a ser ulilizada no estd particularmente
restringida, pero la relacién molar relativa a un sustrato es usuaimente 0,1 a 10,
preferentemente 1,0 a 3,0 y més preferentemente 1,0 a 2,0.

Alternativamente, se puede utilizar una amina terciaria para mejorar la
selactividad de la enzima, ya sea sola 0 en conjunto con cualquiera de los acidos
organicos mencionados anteriormente. Como base orgénica apropiada pueden
mencionarse como preferidas, trieti amina, piridina, 4-dimetilaminopiridina y .
piridina. Las combinaciones apropiadas de écido orgénico y base orgénica son
écido benzoico y piridina por ejemplo. _

La cantidad de la amina terciaria a ser utilizada no esta particulamente
restringida, pero la relacién molar en relacién a un sustrato es usqalmente 05a
3,0 y preferentemente 0,5 a 2,0.

La acilacidn o desacilacién enzimética de acuerdo con la invencion se lleva
a cabo utilizando una hidrélasa, tal como una lipasa, una esterasa, un acilato o
una proteasa. _

De este modo, de acuerdo con una realizacién de la invencién, la acilacién
8o realiza con una hidrolasa, tal como una lipasa, una esterasa, un acilato o una
proteasa. Las enzimas (tiles de acuerdo con la invendén son las- enzimas
capaces de realizar una acilacién R selectiva o una acilacién S selectiva del grupo
hidroxi primario en el compuesto racémico de férmula (1).

De acuerdo con ofra realizacion de la invencion, la desacilacion enzimética
se realiza con una hidrolasa, tal como una lipasa, una acilasa o una protsasa. Las
enzimas (tiles de acuerdo con la invencién son las enzimas capaces de realizar
una desacilacién R selectiva o una desacilacién S selectiva del grupo acilo en el
compuesto racémico de férmula (IV).

Como se utiliza en la presente *hidrolasa” y "enzima® ya sea en general o

en relacidn a una enzima especifica, significa no s6lo la enzima en si misma, sino
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ademas los productos cultivados que contienen la enzima, tal como- un fluido de
cultivo que oontlane un cuerpo celular, o un cuerpo celular cultivado, y el producto
procesado del producto cultivado (por ejempio un extracto crudo, un
microorganismo o céiula liofilizada, un microorganismo o célula secada con
acetona, un producto molido de dicho microorganismo o célula, o similares).

Adicionalmente, la "enzima” o "hidrolasa” puede ser inmovilizada como la
enzima en si misma o como un cuerpo celular mediante técnicas conocidas, y
puede ser utilizada en forma inmovilizada. La inmovilizacidn puede llevarse a
cabo mediante métodos conocidos por la persona experta en la técnica, dichos
métodos incluyen, por ejemplo unién por vehiculo, entrecruzamiento,
encapsulacion y similares.

De este modo, en una realizacién de la invencion la hidrolasa se utiliza en
la fooma de una enzima inmovilizada o enzimas cristalizadas y reticuladas
(CLEC).

Se ha hallado que la acilacibn enzimética de acuerdo con la invencitn
puede llevarse a cabo utilizando Novozyme 435, de Candida antartica, LipoZyme
TL IM-de Thermomyces lanuginosus o Lipoprotéina lipasa de pseudomonas sp.
(aisladas de Pseudomonas Cepacia y obtenidas de Fluka), y particularmente se
han obtenido buenos resultados cuando se utiliza Novozymes 435, de Candida
antartica o Lipasa Lipoprotefna pseudomonas sp.

De este modo, de acuerdo con una realizacién de la invencién, la enzima
utilizada es lipoprotéina lipasa de Pseudomonas sp., lipasa B de Candida
antartica o lipasa de Thermomyces lanuginosus.

De acuerdo con otra realizacién de la invencién, la enzima utilizada es
lipoprotéina lipasa de Pseudomonas sp. o lipasa B de Candida antartica.

Como se menciond anteriormente, el uso de una de las enzimas

mencionadas anteriormente de acuerdo con la invencién también abarca el uso
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de productos cultivados que contienen la enzima, tal como un fluido de cultivo que
contiene un cuerpo celular, © un cuerpo celular cultivado, el producto procesado
del producto cultivado y cualquier forma inmovilizada de estas enzimas /
productos cultivados.

El uso de cualquiera de las enzimas mencionadas en forma especifica
anteriorments de acuerdo con la invencion también abarca el uso de mutantes,
- variantes o cualquier equivalente de las enzimas mencionadas especificaments,

que son capaces de llevar a cabo la acilacién o desacilacion selectiva de acuardo
con la invencion. Las variantes o equivalentes de las mismas pueden aislarse de
varias cepas de Pseudomonas, Candida 0 Thermomyces, o cuaiquier otra fuente,
0 pueden prepararse mediante la mutacién del ADN que codifica las enzimas
mencionadas anteriormente que conducen a variaciones en la composicién del
aminodcido de la enzima. Los mutantes o variantes adecuadas de las snzimas
mencionadas anteriormente son variantes y mutantes donde los aminoécidos
.simples han sido eliminados o reempiazados por ofros aminoédcidos, y la
gecuencia de aminodcidos adecuada de la variante 0 mutante es més del 60%
idéntica, preferentemente més del 80% o més preferentemente més del 90%
idéntica a las enzimas mencionadas anteriormente.

De este modo, de acuerdo con una realizacién de la invencién, la enzima
utilizada es lipoprotéina lipasa de Pseudomonoas sp. o un mutante o variante de
la misma. Preferentemente, se utiliza la lipoprotéina lipasa-de Pseudomonoas sp.

De acuerdo con ofra realizacién de la invencién, la enzima utilizada es
ipasa B de Candida antartica o un mutante o veriante de la misma.
Preferentements, la enzima utilizada es lipasa B de Candida antartica.

De acuerdo con otra realizacién de la invencion la enzima es
Novozyme®435 (lipasa B de Candida antartica inmovilizada en resina acrilica,
disponible de la comparifa Novozymes A/S).
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De acuerdo alin con otra realizacién de la invencién, la enzima utilizada es
" fipasa de Thermomyces lanuginosus © un mutante o variante de la misma.
Preferentemente, la enzima utilizada es lipasa de Thermomyces lanuginasus.

De acuerdo con otra realizacién de la invencion, la enzima utiizada es
Lipozyme™ TL IM, también disponible de la compafiia Novozymes A/S.

Las condiciones de reaccion preferidas para la acilacién/desacilacién

- enzimética difieren dependiendo de la ‘enzima particular utilizada, si es
inmovilizada o no, elc.

Una temperatura adecuada para la reaccion estad entre 0 — 80°C, més
preferentemente entre 20 — 60°C, o més preferentemente entre 30 — 50°C.

La cantidad de enzima a ser utilizada no esta particularmente restringida,
pero es usualmente 0,01 — 1,0 preferentemente 0,02 - 0,5 y mas preferentemente
0,02 — 0,3, como relacién en peso respecto del sustrato.

La reaccién puede llevarse a cabo como un proceso en lotes o puede
llevarse a cabo como un proceso continuo. La enzima puede ser utilizada en una
pluralidad de lotes en forma repetida o continua. EI tiempo de reaccion no ests
particularmente restringido, y dependeré de la enzima utilizada y la escala y tipo
de método de produccion (por lote o continuo).

La presente invencién también se refiere a un enantibmero S o R de un
compuesto que tiene la férmuila (IV) -
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en donde R, Hal, R®>, W, la linea punteada y Z son como se définieron
anteriormente, o una sal de los mismos.

De acuerdo con una realizacién de la invencién, el derivado de acilo
6pticamente activo anterior es el enantibmero S. De acuerdo con otra realizacién

de la invencidn, al derivada de acilo pticarnente activo anterior es el enantiémer.o
R.

De acuerdo con una realizacidén da la invencién, el enantiomero R o S
anterior es un compuesto donde R as haldgenc o ciano, preferentemente R es
ciano. '

De acuerdo con ofra realizacién de la invencién, el enantidmero R o0 §
anterior @s un compuesto donde Hal es fidor.

De acuerdo con otra realizacién de la invencién,.el enantibmero R o0 S
anterior es un compuesto donde |a Iinea punteada representa un enlace simple.

En otra realizacién de la invencién, el enantidmero R o S anterior es un
compuesto donde Z es dimetilaminometilo o un grupo que puede convertirse en
dimetilaminometilo, mds conveniente Z es dimetilaminometilo, y los ofros
sustituyentes son como se definieron anteriormente.

En otra realizacién de [a invencién, el enantimero R o S anterior es un
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compuesto donde Z es dimetilaminometilo, Hal es filor, la linea punteada
representa un enlace simpie, y R es ciano o halégeno, convenientemente ciano.

En otra realizacién de la invencion, el enantidmero R o § anterior es un
compuesto donde Y es O, o S, preferentemente Y es Q y los otros sustituyentes
son como se definieron anteriormente. En una realizacion de [a invencién, el
enantiomero R o S anterior es un compuesto en donde Y es S y los otros
sustituyentes san como se definieron anteriormente.

En otra realizacién de la invencién, el enantiSmero R o S anterior es un
compuesto donde Y es un enlace y los otros sustituyentes son como se definieron
anteriormente,

En ofra realizacién de la invencidn, el enantibmero R o § anterior es un

compuesto donde Y es NH y los ofros sustituyentes son como se definieron
anteriormente.

Conveniantemente, el enantibmero R o S como se definié en cualquiera de
las realizaciones anteriores es un compuesto donde R' es alquilo Cy.s, alquenilo
- Ca9 0 alquinilo Cagtodos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o
més veces con los sustituyentes seleccionados de alcoxi Cias, alquiltio Ci.g,
hidroxi, haldgeno, amino, nitro, ciano, Iquilamino Cigy di-{alquil Ci.g)Jamino, més
conveniente R' es alquilo Cq4, alquenilo Cz24 o alquinilo Ca4 todos los cuales
pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con los sustituyentes
seleccionados de alcoxi C4, alquiltio Cy., hidroxd, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino Ci4 y di{alquit Ci)amino, preferentemente R' es alquilo Cia,
alquenilo C23 0 alquinilo Ca3 todos los cuales pueden estar opcionalmente
sustituidos una o més veces con los sustituyentes seleccionados de alcoxi Ci.3,
alquiltio C4.3, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.y di<{alquil C;.

s)amino y en forma més preferida R' es alquilo Cy.3, en particular alquilo Cy.ano
ramificado.
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De acuerdo con offa realizacién de la invencidn, el enantiémero R o S
como se definié en cualquiera de las realizaciones anteriores es un compuaesto.
donde R' es lo siguiente: alquilo Cy.1, alguenilo éa.m 0 alquinilo C2.40 todos los
cuales pueden ser opcionalmente sustituldos una o més veces con sustituyentes
selaccionados de alcoxi Cq.10, alquiltio Cy.4p, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino Ci y di<alquil Cy.0)amino, més conveniente R' es alquilo Cy.1o,
alquenilo Ca10 0 alquinilo Ca.iotodos los ‘cuales pueden ser opcionalmente
sustituidos una o més veces con suslituyentes seleccionados de hidroxi,
halégeno, emino, nitro y ciano, preferentemente R' es alquio Cy,
preferentémente alquilo Cy.10 N0 ramificado y con mayor preferencia R' es Ceqp
no ramificado. |

Al cabo de la finalizacibn de la reaccion de acilacion o la reacciéon de
desacilacién, un enantibmero del derivado diol representado por la formula (ll) se
obtiene como una mezcla con el enantidmero opussto del compuesto de férmula
(IV). Esta mezcla de reaccién luego se separa opcionalmente de la enzima.

A fin de obtener el enantibmero deseado de férmula (i) y/o (IV) con
elevada puraza quimica, es necesario separario de! enantiSmero opuesto de
formula (IV) y (ll), respectivaments, de manera eficients. Sin embargo, es dificil
separar los enantibmeros de forma eficiente mediante los métodos generaimente
conocidos porque la estructura del derivado de acilo de férmula (IV) es similar a la
estructura del diol de formula (ll).

Los presentes inventores han efectuado intensas investigaciones y como
resultado han hallado que el enantidmero de un compuesto de férmula (ll) en la
forma de una sal con un écido se distribuye de manem eficients dentro de una
capa acuosa y el enantibmera opuesto de un compuesto de formula (IV) en la

forma de una sal con el &cido se distribuye de manera eficiente en una capa
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orgénica cuando la mezcla de reaccién se frata con un solvente mezclado que
contiene solvente organico y agua en presencia de un cido.
De este modo, de acuerdo con otra realizacin, la invencion se refiere a un

método para e! aislamiento y purificacién de un derivado de acilo que tiene la
formula

donde R es dancol O un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, Hal
es halégeno, la Iinea punteadé es un enlace doble o simple y Z es un grupo —CH»-
N(R'R™") donde R" y R son alquilo C1s, © R* y R’ estédn conectados entre si
para formar una estructura clclica que incluye el N-&tomo al cual estan unidos, o Z
65 Un grupo que puede convertirse a un grupo dimetilaminometilo, W es OoSy
R® es ~Y-R' donde Y es un enlace, O, § o NH y R' es alquilo C1.1o, alquenito Ca1o
o alquinilo Cz.1otodos los cuales pueden ser opcionalmente sustituidos una o més
veces con sustituyentes seleccionados de alcoxi Ci.qp, alquiltio Ci.ao, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.1o, di~{alquil C1.1a)amino, arilo, ariloxi,
aritio y heteroarilo, 0 R' es arilo, donde cualquiera de los grupos arilo y

heteroarilo puede estar opcionalmente sustituidos una o0 mas veces con
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sustituyentes seleccionados de alquilo Ci10, alquehilo Ca.10, alquinilo Cz4p, alcoxi
Ci-10, alquiltio Cy.40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.qoy di-
(alquil Cy.10)amino y/o un diol de férmula

donde R, Hal, la linea punteada y Z son como se definieron antefiormente,
o una sal de los mismos, de una mezcla que contiene un compuesto de fémula
(IV) y un diol de férmula (i), que comprende:

a) trater dicha mezcla que contiene el acilo de fémmula (IV) y el diol de
formula (ll) en una mezcla de agua y un solvente orgénico en presencia de un
acido;

b) separar la fase acuosa que contiens el diol de férmula (ll) como una sal
de dicho 4cido de la fase orgénica para obtener una fase orgénica que contiene el
derivado de acilo de férmula (IV) como una sal de dicho écido;

aislar opcionalmente el compuesto de férmula (Il} como una base o como

una sal del mismo, y opcionalmente el compuesto de férmula (IV) coma la base o
como una sal del mismo.



-28- IG‘{

De acuerdo con una realizacion de la invencién R es halégeno o ciano,
preferentemente ciano en el método para el aislamiento y purificacién anterior.

De acuerdo con otra realizacion de la invencion Hal es filior en el métado
para ol aislamiento y purificacién anterior. ’

De acuerdo con una realizacion preferida, la iinea punteada representa un
enlace simple. |

En otra realizacién de la invencién, Z es dimetilaminometilo o un grupo que
puede convertirse a un grupo dimetilaminometilo. Es conveniente que Z sea
dimetilaminometilo.

De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion Hal es fiior, Z es
dimstilaminometilo, la Ilnea punteada es un enlace simple y R es ciano o
halégeno, preferentemente ciano.

En ofra realizacién de la invencion el compuesto de formula (IV) en el
método para el aislamiento- y la purificacién anterior., es un compuesto donda Y -
es O, o S, preferentemente Y es O, y los otros sustituyentes son como se
definieron anteriormente. En una realizacibn posterior de la invencion el
compuesto de formula (IV) en el método para el aislamiento y la purificacién
anterior, es un compuasto donde Y es S. '

En otra realizacién de ila invenci6n el compuesto de férmula (IV) en el
método para el aislamiento y purificacién anterior, es un compuesto donde Y es
un enlace y los otros sustituyentes son como se definieron anteriormente.

En una realizacién posterior de la invencién el compuesto de férmula (IV)
en el método para el aislamiento y la purificacién anterior, es un compuesto donde
Y es NH y los otros sustituyentes son como se definieron anteriormente.

En una realizacion preferida de la invencion, el compuesto de férmula (IV)
en el método para el aislamiento y purificacién anterior, es un compuesto donde

R' es alquilo Cys, alquenilo Czs 0 alquinilo Czstodos los cuales pueden ser
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opcionaimente sustituidos una o més vecas con sustituyentes seleccionados de
alcoxi Gy, alquiltio Cy.s, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cigy
di<{alquil Ci.s)amino, en forma mdés preferida R' es alquilo Ci., alquenilo Co4 o
alquinilo C24 todos los cuales pueden ser opcionalmente sustituidos una o mas
veces con sustituyentes sseleccionados de alcoxi Ciu, aiquiltio Ci4, hidrox,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci4 y diq{alquil Ci)amino,
preferentemente R' es alquilo Cy., alquenilo Caay alquinilo Cz3 todos los cuales
pueden ser opcionalmente sustituidos una o mas veces con sustituyentes
seleccionados de alcoxi Cy3, alquiltio Cy.s, hidroxd, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino CyaY di<{alquil Cia)amino y en forma més preferida R' es alquiio Cy.s,
en particular alquilo Casin ramificar.

En ofra ré,...2acion preferida de la invencién, el compuesto de férmula (IV)
en el método para el aislamiento y purificacion énterior, 88 un compuesto donde
R! es lo siguiente: alquilo Cy.10, alquenilo Ca.10 0 alquinilo Ca1o todos los cuales
pueden ser opcionalmente sustituidos una o mas veces con sustituyentes
seleccionados de alcoxi Ci4o, alquiltio Cy4p, hidroxi, halégeno, amino, nitro,
ciano, alquilamino Ci.sy di-{alquil Ci.10)amino, més convenients R' es alquilo Cy.qo,
alguenilo Cz40 o alquinilo Coqotodos los cuales pueden ser opcionalmente
sustituidos una o mas veces con sustituyentes seleccionados de  hidroxi,
halébgeno, amino, nitro y ciano, preferentements R' es alquilo Ci.qo,
preferantemente alquilo C4.10n0 ramificado y en forma més pmfeﬁda R' es alquilo
C4108in ramificar.

Mediante el método anterior para el aislamiento y purificacién, una sal del
enantiémero R o S de un compuesto que tisne la férmula (1) con un 4cido puede
extraerse de forma selectiva en una capa acuosa y una sal del enantiémero
opuesio de un compuesto de formula (IV) con un 4cido puede separarse

selectivamente en una capa organica mediante tratamiento, en presencia del
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acido, de una mezcla que comprende un enantiémero de férmula (1) v el
enantibmero opuesto de férmula (IV), el solvente de reaccién y similares con un
solvente orgénico y agua, y en presencia de un écido. En este caso, la sal del
énantiémero de formula (IV) y la sal del enantiémero de férmula (1) pueden
separarse con poca pérdida de los enanti6meros daseados.

De acuerdo con una realizacion del método anterior para el aislamiento y
purificacién, el enantimero S del compuesto de farmula (M so alsla del

-enantibmero R del compuesto de férmula (lf).

De acuerdo con otra realizacién del método anterior para aislamiento y
purificacién, el enantiSmero S del:diol de formuia (Il) se alsla del eanantibmero R
del derivado de acilo de formula (IV).

La cantidad de agua a ser utilizada es 1:2 a 1:100, preferentemente 1:5 a
1:50, como una relacién entre el compuesto de férmuila (Il) y agua. Ademés previo
a la extraccion con agua, el solvente de reaccién puede evaporarse para reducir
la cantidad del mismo o puede estar sustituido con otro solvente orgénico.

El écido que puede ser utilizado en el proceso de aislamiento y pmﬁcaqbn
anterior no estd particularmente restringido, pero por ejemplo, puede
mencionarse, &cidos minerales tales como écido clorhlilrieo. écldo sulfiirico y
écido fosforico; Gcidos orgénicos, en particular acidos carbaxilicos, representados
por Acidos carboxilicos aliféticos tales como écido formico, écido acético, Acido
propidnico, &cido n-butirico, dcido iso-butlrico, 4cido n-valerico, acido iso-valerico,
&cido pivalico, dcido n-caproico, dcido iso-caproico, écido ciciopentancarboxilico,
acido ciclohexancarboxflico, &cido oxglico, écido malénico, y écido tertésico; o
écidos carboxllicos arométicos tales como écido benzoico, dcido p-clorobenzoico,
écido p-nitrobenzoico, édcido p-metoxibenzoico, &cido p-toluico, dcido o-toluico,
acido m-toluico, acido naftoico, é&cido ftalico y &cido teleftalico. Entre ellos, se
prefieren los écidos orgénicos, en particular, acidos carboxilicos tales como n-
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butirato, iso-valerato, acido ciciohexancarboxilico, ééido pivalico, acido benzoico,
y dcido o~oluico, y particularmente se prefiere el 4cido pivalico, Huelga decir, los
&cidos anteriores pueden utiiizarse solos o en una combinacién de dos o més
especies. La cantidad de los acidos a ser utilizados no esta particularmente
restringida, pero la relacion molar de la suma de los compuestos de las formulas
(IV) y (Il) y écido, es usualmente 1:1 a 1:5, y preferentemente 1:1 a 1:3.

El acido utilizado en el presente paso de aislamiento y purificacién puede
ser ol mismo que el #cido orgédnico utilizado en la reaccién de acilacién y
desacilacidn de acuerdo con la invéncién o puede ser uno diferente.

Como un solvente orgdnico que pusde ser utilizado en el paso de
aislamiento y purificacién, puede mencionarse, por ejemplo, los hidrocarburos
tales como hexano, heptano, bencenoc y toluenc; éteres tales como dietil éter,
‘tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, terc-butil metil éter y dimetoxietano; cetonas tales
como acetona, dietil cetona y metil etil cetona; ésteres tales como acetato de
metilo, acetato de etilo, butirato de etilo y benzoato de etilo; hidrocarburos
halogenados tales como cloruro de metileno, cloroformo y 1,1,1-triclorostanc.
Entre ellos, los hidrocarburos aliféticos, tales como hexano y heptano y los
hidrocarburos arométicos, tales como benceno y tolueno se prefieren. Los més
preferidos son los hidrocarburos arométicos y el més preferido es el tolueno. Los
solventes anteriores pueden ser utilizados solos © en una combinacién de dos o
mas solventes:

La temperatura del paso de aislamiento y purificacién es preferentemente
de 0 a 80°C, y més preferentemente de 10 a 40 °C y la més preferida es de 20 a

A continuacion, la separacién de las sales de los compuestos de férmula
(1) y (V) de acuerdo con el método anterior para aislamiento y purificacion,

cantidades menores del compuesto de férmula (IV) que se mézcla en parte en
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una capa acuosa de la sal del compuesto de féormula (i) con un éacido, y similares
pueden removerse de manera eficiente mediante el lavado de la capa acuosa con
un solvente organico.

La sal del diol de férmula (Nl) puede ser utilizada como una solucién acuosa
de la sal, y si es necesario, puede ser utiizada como una solucién en otro
solvente 0 un concentrado obtenido mediante concenh‘adén,_ sustitucion del
solvente u operacion similar. Ademéas, puede utilizarse como un cristal abtenido
por cristalizacion u operacién similar. Sin embargo, es usual que el diol de la
férmula (il) sea utiizado como una forma de diol libre obtenida mediante las
siguientes operaciones: Una mezcla que contiene el diol de férmula (i) y un
solvente orgénico y/o su concentrado se obtiene tratando una capa acuosa con
una base general tal como hidrdxido de sodio o hidréxido de potasio para
controlar que el pH de la capa acuosa sea al menos 9, preferentemente al menos
11, luego extraer la forma de amina libre del diol de férmula () con un solventt;
orgénico, seguido de lavado y concentracion del extracto. La pureza quimica del
diol de férmula () obtenido mediante la sarie del método de aislamiento y
purificacién es usualmente al menos 85%, preferememente ai menos §7%, més
preferentemente al mencs 99% y mas preferentemente al menos 99.5%.

Por otro lado, el compuesto de f&rmula (IV) obtenido mediante las
operaciones anteriores puede lavarse con una fase acuosa para mejorar la pureza
quimica del producto. El compusesto de férmula (IV) puede obtenerse como una
forma de amina libre tratando la sal de amonio del compuesto de férmula (IV),
obtenido mediante [as operaciones anteriores, con una base. La pureza quimica
del diol de férmula (V) obtenido por el método de aislamiento y purificacién es

usualmente al menos 95%, preferentemente al menos 97%, més preferentemente
al menos 99% y més preferentemente al menas 99,5%.
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La pureza optica del producto obtenido después de la separacion de los
enantidmeros de farmula (ll) y (IV) anteriores, puede ser mejorada antes del

procesamiento posterior. La mejora de la pureza éptica puede obtenerse
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mediante cromatografia como se describe en el documento WO 03/011278 o
mediante cristalizacién de los ésteres o- sales diastereoméricos con écidos
pticamente activos como se describi® en la Patente Estedounidense No.
4.943.5990.

De acuerdo con ofra realizacién de la invencién, la mezcla del compuesto
de formula (If) y el compuesto de fénmula (V) que se separa mediante el método
anterior para aislamiento y purificacién ha sido preparada mediante la acilacion
selectiva y en otra realizacién mediante la desacilacién selectiva de acuerdo con
la invencién.

La invencién ademés se refiere a otro método nuevo para la separacién del
R-diol 0 S de férmula (ll) a partir del derivado-de acilo 'de férmula (IV) del otro
enantiémero por lo que el compuesto desaado puede aislarse y purificarse.

De acuerdo con este olro método para aislamiento y purificacion, el
derivado de acilo tiene la férmula

)
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donda R es ciano o un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, Hal
es halégena, la linea punteada representa un enlace doble o simple, Z es un
grupo —CHzN(R'R™) donde R’ y R son alquilo C1s, 0 R’ y R™ estén conectados
entre si para formar una estructura ciclica que incluye el dtomo N al cual estén
unidos, o Z es un grupo que puede convertirse a un grupo dimetilaminometilo, W
es 0 0 S; y R? es —Y-R' donde Y es un enlace, O, S 0 NH y R’ es alquilo Cy.4,
alquenilo Ca.40 0 alquinilo Ca40 todos los cuales pueden ser opcionalmente
sustituidos una o més veces con suslituyentes seleccionados de alcoxi Ci.1o,
alquiltio Cy.19, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.4p, di{alquil
Ci-10)amino, arilo, ariloxi, ariltio y heteroarilo, o R' as arilo, donde cualquiera de
los grupos arilo y heteroarilo pueden estar opcionaimente sustituidos una o més
veces con sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.10, alquenilo Cao, alquinilo,
- Cap, alcoxi Cy.10, 8lquiltio Cy40, hidroxi, haldgeno, amino, nitro, ciano, alquilamino

Ci.0 Y di<{alquit Cy.40)amino, o una sal de los mismos.

y/o el diol de férmula
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donde R, Hal, ia linea punteada y Z son como ;e definieron anteriorments,
o una sal del mismo, aislados a partir de una mezcla que contiene un compuesto
de fémula (IV) y un compuesto de fénnﬁla n, mediéqte un método que
comprende:

a) tratar dicha mezcla que contiene el compusesto de férmula (IV) y el diol
de férmula_(ll) en una mezcla de agua, solvents orgénico aprético y un solvente
orgénico apolar; _

b) separar la fase acuosa que contiene el diol de férmula (ll), a partir de la
. fase orgénica para obtener una fase orgénica que contiene el compuesto de
férmula (IV);

aislar opcionalmente el diol de férmula (i) y/o (IV) como una base y
opcionalmente la conversién del compuesto de férmula (1) y/o (IV) a una sal del
mismo.

Cualquiera de las fases aisladas anteriores (acliosa y orgénica)
adicionalmente pueden lavarse una o més veces con un solvente orgénico o
acuoso, respectivamente para mejorar la pureza qufmica del producto.

De acuerdo con una realizacién del método anterior para el aislamiento y
purificacién, el S-diol del compuesto de férmula (1) se separa del enantidmero R
del compuesto de férmula (IV).

De acuerdo con otra realizacién del método anterior para aislamiento y
purificacién, el enantimero S del compuesto de férmula (IV) se separa del
enantibmero R del compuesto de férmula (I1).

De acuerdo con una realizaciéon de la invencién R es halégeno o ciano,
preferentemente ciano en el método para aislamiento y purificacién anterior.

De acuerdo con ofra realizacién de la invencion Hal es flior en el método
para aislamiento y pusificacién anterior.
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De acuerdo con una realizacidn preferida, la linea puntéada representa un
enlace simple.

En ofra realizacién de la invencién, Z es dimetilaminorh_etilo 0 un grupo que
puede- convertirse a un grupo dimetilaminometilo. Z apropiado es
dimetilaminometilo. '

- De acuerdo con una realizacién preferida de la invencién Hal es fidor, Z es
dimetilaminometilo, la linea punteada es un enlace simple y R es ciano o
halégeno, preferentemente ciano. '

En ofra realizacién de la invencion el compuesto de férmula (V) en el
meétodo para el aislamiento y la purificacién anterior, @s un compuasto donde Y es
O, o §, preferentemente Y es O y los otros sustituyentes son como se definieron
anteriormente. En una realizacién posterior de la invencién, el compuesto de

férmula (IV) en el método para el aislamiento y la purificacién anterior, es un
compuesto, donde Y es S.

En una realizacién posterior de la invencion el compue.sto de formula (IV)
en el método para el aislamiento y purificacion anterior, s un compuesto donde Y
es un enlace y los otros sustituyentes son como se definieron anteriormente.

En una realizacién posterior de la invencion el compuesto de férmula (IV)
en el método para el aislamiento y ia purificacién anterior, #s un compuesto donde
Y es NH y los otros sustituyentes son como se definieron anteriormente.

En una realizacion preferida de la invencién, el compuesto de formula (IV)
en el métado para el aislamiento y la purificacidn anterior, 8s un compuesto donde
R' es alquilo Cy., alquenilo Cas o alquinilo Ca¢ todos los cuales pueden estar
opcionaimente sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados a
partir de alcoxi Cie, alquiltio Cia, hidroxi, haldgeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino Cysy di{alquil Cy.a)amino, en forma més preferida R' es alquilo Cy.,

alquenilo Ca4 0 alquinilo C;4 todos los cuales pueden estar opcionalmente



132

sustituidos una o mas veces con sustituyentes selecéionados a partir de alcoxi
Ci«, alquiltio Cy.4, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci4 y di-
(alquil C14)amino, preferentemente R' es alquilo C1.a, alquonilc_: C230 alquinilo Caa
todos los cuales pueden estar opcionalments sustituidos una 0 més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cia, alquiltio Cqa, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy3 y di{alquil Cs.s)amino y en forma
més preferida R! es alquilo C,.s, en particular alquilo Cy.sno ramificado.

Ep otra realizacion preferida de la invencidn, el compuesto de férmula (IV)
en el método para el aislamiento y la purificacion anterior, es un compuesio donde
R' es lo siguiente: alquilo Ci.10, alquenilo Cz10 0 alquinilo Ca10 todos los cuales
pueden estar opcionalmente sustituidos una o méas veces con sustituyentes
seleccionados a partir de alcoxi Cy1o, alquiltio Cy40, hidroxi, halégeno, amino, |
nitro, ciano, alquilamino Cs.sy di<{alquil Cy.10)amino, més conveniente R es-alquilo
Ci-10, alguenilo Cayp 0-alquinilo Caqptodos los cuales puec:len estar opcionalimente
sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados a partir de hidrox,
halégeno, amino, nitto y ciano, preferentemente R' es alquilo Ciqo,
preferentemente alquilo Cy.son0 ramificado y con mayor preferencia R' es -alquilo
C410n0 ramificado.

Como solvente orgénico prético que puede ser utilizado en el paso de la
aislamiento y la purificacién, pueden mencionarse, por ejemplo, alcoholes tales
como metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol y terc-butanol.
Los solventes anteriores pueden ser utilizados solos o en una combinacién de dos
0 mas especies.

Como solvente orgéanico apolar que puede ser utilizado en el paso del
aislamiento y la purificacién, pueden mencionarse, por ejemplo, hidrocarburos
tales como hexano, heptano, benceno, y toluenq; éteres tales como dietil éter,

terc-butil metil éter y dimetoxietano; hidrocarburos halogenados tales como
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cloruro de metileno, cloroformo 1,1,1-tricloroetano. Entre ellos, se prefieren los
hidrocarburos tales como hexano, heptano, benceno y tolueno, y el més preferido
es haptano. Los solventes anteriores pueden ser ulilizados solos o en una
combinacion de dos o mas especies.

De acuerdo con una realizacién especifica de la invencién, la mezcla del
‘compuesto de formula (IV) y el diol de férmula (ll) utilizado en ef método anterior
para el aislamiento y la purificacibn ha sido preparado mediante la acilacion
enzimitica de acuerdo con la invencibn y en otra realizacion mediante
desacilacién enzimética de acuerdo con la invencion.

La pureza optica del producto obtenido después de la separacién de los
enantibmeros de férmula () y (IV) como las anteriores, pueden ser mejoradas
antes de un procesamiento posterior. La mejora del a pureza Optica puede
obtenerse mediante cromatografia tal como se describié en el documento WO
03/006449 o mediante cristalizacién de ésteres o sales diastereoméricas con
écidos dpticamente activos como se describié en la Patente Estadounidense No.
4.943.590.

La presente invencion ademés se refiere a un proceso para la preparacién
de escitalopram que tiene la formula
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende la
preparacion del enantiGmero S de un diol que tiene la formula

(s)

donde R es ciano o un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, la
linea punteada representa un enlace doble o uno simple, Z es un grupo
dimetilaminometilo o un grupo que puede convertirse a un grupo
dimetilaminometilo y Hal es halégeno, o una sal del mismo.

o el enantibmero S de un diol acilado que tiene la fdSrmula

(TVa)
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donde R, Z, la linea punteada y H_al son como se definieron anteriormente,
Wes00S, y R? es-Y-R, donde R es alquilo Cy.10, alquenilo Ca40 0 alquinilo
Ca10 todos los cuale.s pueden estar opcionalmente sustituidos una o mds veces
con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Ci.1e, alquiltio Ci4o, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino C1.1o, di<{alquil C1.10)amino, arilo, ariloxi,
ariltio y heteroarilo, 0 R' es ﬁﬁlo, donde cualquiera de los grupos arilo y
heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
suslituyentes seleccionados de alquilo Cs-10, alquenilo Ca.4o, alquinilo Ca10, alcoxi
Ci-10, alquiltio Cy.10, hidroxi. halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.1oy di-
(alquil Cs.s0)amino ¥ Y o8 un enlace, O, S o NH o una sal del mismo, en una
realizacion mediante el método para la acilacién enzimética selectiva de acuerdo
con la invencién como se definié en cualquiera de las realizaciones anteriores y
en otra realizacion mediante el método para la desacilacién enzimatica selectiva
de acuerdo con la invencibn como se defini6 en cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, seguido opcionalments por, en cualquier orden, la
conversién del grupo R a un grupo ciano, la reduccién de un enlace doble
representado por la linea punteada, la conversién del grupo Z a un grupo
dimetilaminometilo y/o la conversion del grupo Hal a un g;upo fldor y el ciesre de
anillo en condiciones bésicas del enantibmero S de férmula (lis) o (IVs) o un

derivado de éster l4bil del mismo para formar un compuesto de férmula
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seguido de, en cualquier orden; si R no es ciano la conversién del grupo R '
a un grupo ciano, si la linea punteada represanta la reduccitn de un enlace doble
a un enlace simple, si Z no es dimetilaminometilo la conversidn del grupo Z a un

grupo dimetilaminometilo y si Hal no es fitor, la conversién de Hal a un grupo
| fiGor, seguido del aislamiento de escitalopram o una sal farmacéuticaments
aceptable del mismo.

De acuerdo con una realizacién de la invencion, el enantiSmero S de
formula (lls) anterior o el enantiémero S de formula (IVs) utilizado para la
preparacién de escitalopram se separa del enantiSmero R de formula {IV) y (iI)
respectivamente, antes del cierre del anillo.

De acuerdo con una realizacién del método anterior para la preparacién de
escitalopram la mezcla del enantiémero R o0 § de un compuesto de férmula (ll) y
el enantibmero opuesto del compuesto de formula (IV) obtenido mediante
acilacién enzimética han sido separados uno de otro mediante el proceso de
aislamiento y purificacién de acusrdo con uno de los métodos nuevos anteriores
para aislamiento y purificacién. De acuerdo con otra realizacion, la mezcla ha sido

separada por el otro de los métodos nuevos anteriores para aislamiento y
purificacion.
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De acuerdo atn con otra realizacion del método anterior para la

preparacion de escitalopram la mezcla del enantiomero R o S de un compuesto
de férmula () y el enantidmero opuesto del compuesto de férmula (IV) obtenido
mediante la desacilacién enzimética han sido separados uno de otro mediante el
proceso de aislamiento y purificacién de acuerdo con uno de los métodos nuevos
anteriores para el aislamiento y la purificacién. De acuerdo con otra realizacién, la
mezcla ha sido separada mediante el otro de los métodos nuevos anteriores para
aislamiento y purificacion.
_ De acuerdo con ofra realizacién de la invencién, el enantidmero S de
férmula (ils) anterior o el enantimero S de fSrmula (IVs) utilizado para la
preparaci6n de escitalopram no se separa del enantidmero R de férmula (IV) y (Il)
respectivamente, antes del cierre del anillo.

Como se mencion6 anteriormente, el grupo R significa ciano o cualquier
otro grupo que puede convertirse a un grupo ciano.

Los grupos que pueden convartirse a un grupo ciano incluyen halégeno tal
como cloro, bromo, yodo o fldor, preferentemente cloro o bromo.

Otros grupos que pueden convertirse a ciano iﬁduyen CFa{CF2)y-S0-0-,
donde n es 0-8, -OH, -CHO, -CHzOH, -CHaNHz, -CH2NO2, -CH2CI, <CH2Br, -CHy, -
NHR®, -CHNOH, -COOR®’, -CONR’R’ donde R® es hidrégeno o Cie
alquilcarbonilo, y R® y R” se seleccionan de hidrégeno, Ci.g alquilo opcionalmente
sustituido, aril-Cy.s alquilo o arilo y, un grupo de formula
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donde Z es O o0 S; R® — R® son cada uno independientemente
seleccionados de hidrogeno y Ci.¢ alquilo o R® y R® juntos forman una cadena de
Cas alquileno formando de este modo un anillo espiro; R'? se selecciona de
hidrégeno y Ci.g alquilo, R" se selecciona de hidrogeno, Cie alquilo, un grupo
. carboxi o un grupo precursor por lo tanto, o R' y R'! juntos forman una cadena
de Ca5 alquileno formando de este modo un anillo espiro. _
Cuando. R es haldgeno, en particular bromo o cloro, la conversién a un
clano puede llevarse a cabo segun se dascribe en los documientos US 4.136.193,
WO 00/13648, WO 00/11926 y WO 01/02383.
De acuerdo con la Patente Estadounidense 4.136.193 la conversion de un
grupo bromo a un grupo ciano, se lleva a cabo mediante la reaccién con CUCN.
Los documentos WO 00/13648 y WO 0011926 describen la conversién de
un halégene o un grupo triflato en un grupo ciano mediante la cianacion con una
fuente de cianuro en presencia de un catalizador Pd o Ni.
Otros procesos para la conversion de un compuesto de bromo al derivado
"de ciano correspondiente involucran la reaccién del compuesto bromo con
magnesio para formar un reactivo de Grignard, seguido de la reaccién con un
formamida para formar un aldehido. El aldehido se convierte a una oxima o una
hidrazona que se convierte a un grupo ciano mediante deshidratacidn y oxidacién,
respectivamente.
Altemativamente, el compuesto de bromo se hace reaccionar con
magnesio para formar un reactivo Grignard, seguido de la reaccién con un
compuesto que contiene un grupe CN ligado a un grupo saliente.

Una descripcion detallada de los dos procedimientos anteriores puede
haliarse en el documento WO 01/02383.
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Los compuestos en donde el grupo R es ~CHO, pueden convertirse a los
compusstos comespondientes donde R es ciano mediante métodos andlogos a
los descriptos en el documento WO 99/00210.

Los compuestos donde el grupo R es NHR', donde R'2 es hidrégeno o
-alquilcarbonilo, puede convertirse a los comrespondientes compuestos donde el
grupo R es ciano mediante métodos andlogos a los descriptos en el documento
WO 98/19512. :

Los compuestos donde R es un grupo —COOR®, puede convertirse al
compuesto correspondiente donde R es ciano por conversion & la amida mediante
-8l cloruro de éd.do corespondiente o un éster del mismo seguido de
deshidratacion de la amida. WO 01/68632.

Alternativemente, un compuesto donde R es -COOH puede hacerse
reaccionar con isocianato de clorosulfonilo para formar el nitrilo, o puede tratarse
con un agente deshidratants y una sulfonamida como se describe en WO
00/44738. '

Los compuastos donde el grupo R es ~CONR'R'*, donde R'* y R™ se
seléccionan de hidrégeno, alquilo aralquifo, o arilo opcionalmente sustituido,
pueden convertirse al correspondiente compuesto de ciano mediante métodos
andlogos a los descriptos en los documentos WO 98/00081 y WO 88/19514.

Los compuestos donde el grupo R es un grupo de formula (VII) pueden
convertirse al comespondiente compuesto de ciano mediante los métodos
andélogos a los descriptos en el documento WO 00/23431.

Los compuestos donde R es OH, -CH20H, -CHzNH,, -CH;NO,, -CHLCI, -
CHaBr, -CHa o cualquiera de los grupos anteriores, puedsn convertirse a los
compuestos de ciano comespondientes mediante métodos andlogos a los
descriptos en el documento WO 01/168632.

Los compuestos racémicos de férmula (1) pueden prepararse mediante los
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métodos descriptos en las patentes antes meﬁéionadas o mediante el método de
alquilacion descripto en la Patente Estadounidense No. 4.136.193 o la reaccién de
grignard doble descripta en el documento EP 171 943 o mediante métodos
andlogos. Los compuestos racémicos de férmula (IV) puéden prepararse a partir
de los compuestos racémicos de formula (il) mediante la acilacién no-selectiva
utilizando anhldridos, ésteres, carbonatos, isocianatos o isotiocianatos como se
definieron mediante las formulas (lla), (llb), (lllc), R'-N=C=0 y R'-N=C=$
anteriores.

En algunos casos el compuesto racémico de férmula (ll) puede estar
disponible en la forma de un sal de adicién de &cido, tal como sal de sulfato, en
este caso una base libre del compuesto de fdrmula (Ii) puede obtenerse mediante
el tratamiento de la sal con una base en una mezcia 0 agua y un solvente
orgénico, para transferir el compuesto de férmula (ll) en la fase orgénica.

.Preferentemente, R es ciano en los compuastos de férmula (lt), (lis), (lis),
(V) (iVs) (Ivr) y (V). Si R no es ciano, la conversién del grupo R a un grupo ciano
seo lleva a cabo en forma conveniente después del cierre del anillo para formar un
compuesto de fdrmula (V).

Preferentemente, Hal es fliGor en los compuestos de f&rmula (), (lis), (iir),
(IV) (IVe) (V) y (V). Si Hal no es fior, la conversién del grupo Hal a un fitior se
lleva a cabo convenientemente después del cierre del anillo para formar un
compuesto de férmula (V). Un procedimiento para llevar a cabo la conversion se
describe en “Specialty Chemicals Magazine” (Revista de Especialidades
Quimicas), Abril 2003, pdgina 36-38.

Los grupos Z que pueden convertirse a dimetilaminometilo son los grupos
tales como —CHzl, -CHz-No;. -MgHal, ciano, aldehido, -CH>O-Pg, -CHx-
NPgiPg2,  -CHrNMePgs, -CHxNHCH,, -CHxNHz  -CO-N(CHy),, -
CH(A'R'}A'RY), (AR™}AIR'*YA’R'), -COOR" -CH;CO-NH;, -CH=CH-R"™
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o ~CONHR'®, donde Pg es un grupo protectt;r para un grupo alcohol, Pg y Pga
son grupos protectores para un grupo amino, R%Z y R™ se seleccionan
independientemente de alquilo Cy.s, alquenilo Ca, alquinilo C2s y grupos alquiio,
arilo o aralquilo opcionalmente sustituidos o R'? y R* forman juntos una cadena
de 2 a 4 étomos de carbono, cada uno de R'" - R se seleccionan
independientemente de alquilo Cy.¢, alquenilo Cze, alquinilo C1sy alquilarilo C.
o aril-alquilo Cy.¢ opcionaimente sustituido, R'® es hidrégeno o metilo y A, A%y A
son seleccionados de O y S; L es un grupo saliente, tal como halégeno o -0-502-
A donde A es alquilo Cys, alqueniio Cag, alquinilo C2s 0 alquilarilo Cy.5 0 arilo-
alquilo Cy.5 opcionalmente sustituido. '

En una realizacién de la invencién Z es dimetilaminometilo,. -CHz-1, -CH»-
NPgiPgz , -CH-NMePgy, -CH-NHCH,, -CHzNHz, -CO-N{(CHs)z, aldehido -
COOR" en los compuestos de férmula (i), (lis), (Ilr), (IV) (IVs) (IVr) y (V).

Los compuestos donde Z es —CHx>-O-Pg pueden convertirse a los
comespondientes compuestos donde Z es dimetilaminometilo por la remocién del
grupo protector para formar el alcohol comespondiente y en adelante la
conversion del grupo alcohol a un grupo saliente factible y la reaccién del
compuesto resultante con

a) dimetilamina o una sal de lﬁ misma,

b) metilamina seguido de metilacién o aminacién reductora, o

c) con una azida seguido de reduccibn para formar la amina
comrespondiente y en adelante la metilacion o aminacién reductora, como se
daescribe en el. documento WO 01/43525, WO 01/51478 o WO 01/68631 o
mediante métodos anélogos.

Los compuestos donde Z es -CHz-L, donde L es un grupo saliente, puede
convertirse a un grupo dimetilaminometilo de la misma manera.

Los compuestos donde Z es -CO-N{CHs3)2 y -CO-NHR'®, donde R'® es



- 47 - - \@9

hidrégeno o metilo, pueden convertirse a los cori'\puestos correspondientes donde
Z es dimetilaminometilo por la reduccién de la amida y si una amina primaria o
secundaria se forma, seguido de metilacién o aminacién reductora para formar un

grupo dimetilaminometilo como se describié en el documento WO 01/43525 o WO
01/68631 o mediante métodos analogos.

Los compuestos donde Z es -CHx>-NMs(Pgs) o -CHx-N(Pg1)(Pg2) puede
convertirse al compuesto comrespondiente donde Z es dimetilaminometilo por la
remocitn de los grupos protectores, es decir para obtener los compuestos donde
Z as -CHyNHz2 o -CH>NMe y en adelante la metilacion del grupo amino o
aminacién reductora para formar un grupo dimetilaminometilo como se describe
en el documento WO 01/43525 o WO 01/68631 o mediante métedos andlogos.

Los compuestos donde Z es -CH(A'R?}(A?R") puede convertirse a los
corespondientes compuestos donde Z s dimetilaminometilo mediante
desproteccidn para formar un aldehido (los compuestos donde Z s ~CH-CA'H)
seguido de aminacién reductora con dimetilamina para formar un grupo
dimetilaminometilo como se describe en el documento WO 01/43525 o WO
01/68631 o0 mediante métodos andlogos.

Los compuestos donde Z es -C(A'R')(A’R'*}A’R'®) puede convertirse a
los correspondientas compuestos donde Z es dimetilaminometilo

i) mediante hidrélisis para formar un écido carboxilico o un éster del mismo
y en adelante la reduccién para formar un alcohol y en adelante la conversién del
grupo de alcohol a un grupo saliente factible, seguido del reemplazo del grupo
saliente con un grupo dimetilamino como se describe anteriormente, o

ii) la conversidn del dcido carboxilico o un éster del mismo a una amida
mediante la reaccién con una amina de NH(Me);, NH:Me, NHs o una sal del
mismo seguido de, en cualquier orden, la reduccién de la amida si es necesario ia

rmetilacion o aminacién reductora para formar un grupo dimetilamino como se
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describe en el documento WO 01/68631 o mediante métodos analogos.

Los compuestos donde Z es —~COORY pue;!en convertirse a los
compuestos correspondientes donde Z es dimetilaminometilo como se describid
anteriormente, partiendo con el éster da écido carboxflico.

Los compuestos donde Z 'es ~CH>CONH; puedsn convertirse al
comaspondiente compuesto donde Z es dimetilaminometilo mediante tratamiento
con hipohaluro para formar una amina primaria seguida de metilacién del grupo
amino libre 0 aminacién reductora para formar un grupo dimetilaminometilo como
se describe en el documento WO 01/43525 o WO 0168831 o mediante métodos
andlogos.

" Los compuestos donde Z es -CH=CHR'™ pueden convertirse al
correspondients compuesto donde Z es dimetilaminometilo mediante oxidacién
para formar un aldehido que puede convertirse a dimetilaminometilc mediants
aminacion reductora como se describe en el documento WO 01/43525 o WO
01/68631 0 mediante métodos andlogos,

Los compuestos donde Z es ciano o ~CH»NO2 pueden convertirse al
comrespondiente compussto donde Z es dimetilaminometilo mediante reduccién
seguido de metilacién o aminacién reductora del grupo amino libre constituido
para formar dimetilaminometilo como se describe en el documento WQ 01/68629
o mediante métodos anélogos.

Los compuestos donde Z es -MgHal pueden convartirse al correspondiente
compuesto donde Z .es dimetilaminometic mediante reaccion con éter de
dimetilaminometilo alquilo de férmula (CHs)2NCH20-alquilo como se describe en
el documento WO 01/68629 o mediante métodos anélogos.

Prefarentements, Z es dimetilaminometilo. Si Z no es dimetilaminometilo, ia

conversién de Z a un. grupo dimetilaminometilo se lleva a cabo de manera
conveniente después del cierre del anillo.
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Convenientemente, Z es dimetilaminometilo, -CHz-L, -CH>NPgyPgz, -CHx-
NMePgy, -CHz-NHCH,, -CHz-NHz, aldehido, -CO-N(CHs), -COOR" cuando la
{inea punteada representa un enlace.

Los compuestos de formula (ll) o (IV) donde Z es dimetilaminomsetilo, CHz-
NPg1Pg2 ,-CH-NMePg,, -CH-NHCHs, 0 -CH2NHz, en particular los compuestos
donde Z es dimetilaminometilo, , -CH-NHCH,, 0 -CH2-NH>, son particularments
adecuados para el método de aislamiento por purificacién de acuerdo con la
invencién, donde los compuestos de férmula (Il) y (IV) se separaron.

En los compuestos de férmula (ll), (ils), (lir), (IV) (IVs) {IVr) y {V), la linea
punteada es preferentemente un enlace simple. Los compuestos dopde la linea
punteada representa un enlace doble pueden convertirse al compuesto
correspondiente donde !a linea punteada es un eniace simple mediante los
métodos descriptos en el documento WO 01/68830. Preferentemente, la
reduccién se llava a cabo después del cierre del anillo. _

El cierre de anillo snantioselectivo de los compuestos de férmula (IVs) o
(s) para formar los compuestos de férmula (V) puede llevarse a cabo
apropiadamente por tratamiento de un deﬁﬁdo de éster |4bil del compuasto con
una base como KOC(CHa)s y otros alcéxidos, NaH y ofros hidruros, trietilaminag,
etildiisopropilamina o piridina, a bajas temperaturas an un solvente orgdnico
inerte, como tetrahidrofurano, tolueno, DMSO, DMF, éster metilbutflico terciario,
dimetoxietano, dimetoximetano, dioxano, acstonitriio o diclorometano. Este
proceso se describe en la patente de los Estados Unidos de América N°
4.943.590.

El cierre de anillo del compuesto de formula (lls) se lleva a cabo
apropiadamente por tratamiento con una base tal como se describié con
anterioridad en presencia de un agente capaz de formar un grubo labil con el

alcohol primario del diol, como metansuifoniloxi, p-toluensulfoniloxi, 10—
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alcanforsulfoniloxi, trifluoroacetiloxi y tﬁﬂuorometnﬁsulfoniloxi y halégeno.

En algunos casos, puede resultar ventajoso intercambiar el grupo ~-W-R®
en el compuesto de férmula (IVs) con un grupo més 14bil antes de llevar a cabo el
cieme de anillo. Tales grupos l4biles (grupos salientes) podrian ser nommalmente
un grupo seleccionado de metansulfoniloxi, p-toluensulfoniloxi, 10—
alcanforsulfoniloxi, triflucroacetiloxd y trifluorometansulfoniloxi o halégeno.

Normalmente, el compuesto de férmula (IVs) se somete a hidrdlisis para
formar el compuesto de férmula (lls) con base acuosa como NaOH, KOH o LiOH
en agua o alcohol 0 una mezcia de ellos y luego se hace reaccionar con un grupo
saliente activado como, por ejemplo, cloruro de mesilo o cloruro de tosilo en un
solvents organico en presencia de una base orgénica.

La pureza éptica del producto de escitalopram podria mejorars luego del
-clerre de aniilo. La mejora:-de la pureza épfica puede obtenerse por cromatografia
en una fase quiral estacionaria o por cristalizacién de una base de citalopram
racémico o una sal de ella de acuerdo con los métodos descritos en el documanto
WO 03/000672.

El enantidmero R de los compuestos de férmula (11} y (V) obtenido de
acuerdo con la invencién puede usarse para preparar citalopram y escitalopram
. racémicos por ciemme de anilio en un ambiente acidico de acuerdo con el método
descrito en el documento WO 03/000672. Los écidos apropiados para llevar a
cabo el ciere de aniio acidico son un écido mineral, un 4cido carbaxilico, un
écido sulfénico o un derivado de Acido sulfénico, més apropiadamente, H2S04 0
HsPO+

De esta manera, en otra realizacion, la invencién se refiere a un proceso
para preparar citalopram ylo escitalopram racémico © una sal del mismo de

aceptacion farmacéutica que comprende la preparacién del enantidmero R de un
diol que tiene la formula
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donde R es ciano o un grupo gue puede convertirse en .un grupo ciano, la linea
punteada representa un enlace opcional y Z es uﬁ grupo dimetilaminometilo o un
grupo que puede convertirse en un grupo dimetilaminometilo y Hal es halégano, o
una sal del mismo,

o el enantidmero R de un diol acilado que tiene la férmula

avi)

donde R, Z, |a linea punteada y Hal son como se definieron con anterioridad, W
as 0 0 §, y Ras —-Y-R', donde R! es alquilo Cy_1o, alquenilo Cz-10 0 alquinilo Ca.
10, todos los cuales todos los cuales pueden ser opcionalmente sustituidos una o
més veces con sustituyentes seleccionados de alcoxd C1—1p, alquiltio Cy-10, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci-ss, di—{alquil Ci-10)amino, arilo,
ariloxi, ariltio y heteroarilo, o R! es arilo, donde cualquiera de los grupos arilo Yy
heteroarilo puede estar opcionalmente mono o polisustituido con sustituyentes

seleccionados de entre alquilo Ci.10, alquenilo Ca.qp, alquinilo Cao, alcoxi Cy.qo,



. -52- ; lQ’%

aiquiltio C1_10, hidroxi, halégeno, amino, nitro, eiané, alquilamino Cy-10 y di{alquil
Ci-10)amino e Y es un enlace, O, S o NH, o una sal del mismo, en una realizacién
mediante el método para la acilacibn enzimatica selectiva de acuerdo con la
invencién tal como se definid en cualquiera de las realizaciones anteriores y en
otra realizacién mediante el método para la desacilacién enzimética selectiva de
acuerdo con la invenc_ibn tal como se definié en cualquiera de Iaé realizaciones
anteriores, opcionalmente seguida de la conversion, en cuaiquier orden, del grupo
R en un grupo ciano, la reduccién de un doble enlace representado por la iinea
punteada a un enlace simple, la conversion del grupo Z a un grupo
dimetilaminometilo y/o la conversién del grupo Hal a un grupo fiGor y el cierre de

anillo en condiciones Acidas del enantiSmero R de férmula (Iir) o (IVs) para formar
una mezcla del compuesto de formula

Hal w

donde Hal, Z, R y ia linea punteada son tal como se definieron con
anterioridad, y una cantidad menor del correspondiente enantidmero R, seguido
de, en cualquier orden, si R no es ciano, la conversién del grupo R en un grupo
ciano, si la linea punteada representa un enlace doble, la reduccién a un enlace
simple, si Z no es dimetilaminometilo, la conversién del grupo Z en un grupo
dimetilaminometilo y si Hal no es fitior, la conversién de Hal en un grupo fidor,
seguido de aislamiento de escitalopram y/o citalopram racémico o una sal de
aceptacion farmacéutica del mismo, por precipitacién de una base libre de

citalopram racémico o una sal del mismo y recuperacién de escitalopram del agua
madre de la precipitacion.
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De modo apropiado, el método antarior. para convertir el R-diol en
escitalopram se usa para preparar escitalopram.

La conversién del grupo R en un grupo ciano, la reduccion de un enlace
doble representado por la linea punteada a un enlace simple, la conversién del
grupo Z en un grupo dimetilaminometilo y la conversién de Hal en un grupo fidor
puede llevarse a cabo tal como se describi6 con anterioridad.

De acuerdo con una realizacién del método anterior para preparar
escitalopram, la mezcla del enantiémero R o S de un compuesio de formula {il) y
el enantidmero opuesto del compuesto de férmula (V) obtenido por acilacién
enzimética se separaron entre sl por un proceso de aislamiento y purificacién de
acuerdo con uno de los métodos de aislamiento y purificacion anteriores. De
acuerdo con otra realizacién, la mezcla se separd por los métodos de aisiamiento
y purificacion anteriores. )

De acuerdo con otra realizacién més del método anterior para preparar
escitalopram, ia mezcla del enantibmero R o § de un compuesto de férmula (1) y
el enantimero opuesto del compuesto de férmula (IV) abtenido por desacilacién
enzimética se separaron entre sl por el proceso de aislamiento y purificacién de
acuerdo con los métodos anteriores de aislamiento y purificacién. De acuerdo con
otra realizacion, la mezcla se separd por mélodos de aislamiento y purificacion.

- De acuerdo con ofra realizacion de la invencién, el enantidmero S de
férmula (lir) anterior o el enantimero S de férmula (IVr) usado para preparar el
escitalopram no se separa del enantibmero R de formula (V) y (l)
respectivamente, antes del cierre de anillo.

La pureza Optica del producto de escitalopram podria mejorarse luego del
cierre de anillo. La mejora de la pureza 6ptica puede obtenerse por cromatografia
en una fase quiral estacionaria o por cristalizacién de una base de citalopram

racémico o una sal del mismo de acuerdo con los métodos descritos en el
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documento WO 03/000672.

Tal como se usa en la presente, el término alquilo de Cy_se Se refiere a un
grupo alquilo ramificado o no ramificado que tiene de-uno a diez atomos de
carbono inclusive, como metilo, etilo, 1—propilo, 2—propilo, i1-butilo, 2-butilo, 2—-
metil-2—propilo, 2-metil-1—propilo, pentilo, hexilo y heptilo. El alquilo Cis s6
refiere a un grupo alquilo ramificado o no ramificado que tiene de uno a seis
&tomos de carbono inclusive, como metilo, etilo, 1—propilo, 2—propilo, 1-butilo, 2--
butilo, 2-metil-2—propilo, 2—-metil-1-propilo, pentilo y hexilo. El alquilo Ci4 se
refiere a un grupo alquilo ramificado o no ramificado que tiene de uno a cuatro
atomos de carbono inclusive, como metilo, etilo;, 1—propilo, 2—propilo, 1-butilo, 2—
butilo, 2—metil-2-propilo y 2-metil-1—propilo. El alquilo C4_ se refiere a un grupo
alquilo ramificado o no. ramificado que tiene de uno a tres atomos de carbono
inclusive, como metilo, etilo, 1—propilo, 2—propilo.

De modo similar, alquenilo Ca.10 y alquinilo Ca-40 designan grupos alqusnilo
y alquinilo ramificados o no ramificados, respectivamente, que tienen de. dos a
diez 4omos de carbono, incluyendo un enlece doble y un enlace tripie
respectivamente, como etenilo, propenilo, butenilo, etinilo, propinilo y butinilo. El
alqueniio Ca-¢ y el alquinilo C24 designan grupos alquenilo y alquinilo ramificados
© no ramificados, respectivamente, que tienen de dos a seis dtomos de carbono,
incluyendo un enlace doble y un enlace triple raspectivaments, como etenilo,
propenilo, butenilo, etinilo, propinilo y butinilo. El alquenilo C2+ y el alquinilo C;-4
designan grupos alquenilo y alquinilo ramificados o no ramificados,
respectivamente, que tienen de dos a cuatro 4tomos de carbono, incluyendo un
enlace doble y un enlace triple respectivaments, como stenilo, propenilo, butenilo,
etinilo, propinilo y butinilo. El alquenilo Ca3 y el alquinilo C2-3 designan grupos
alquenilo y alquinilo ramificados o no ramificados, respectivamente, que tienen de

dos a tres 4tomos de carbono, incluyendo un enlace doble y un enlace triple
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respectivamente, como stenilo, propenilo, etinilé y propinilo.

Los términos alcoxi Cy-1o, alquiltioc Cy-10, alquilamino Ci.0 y di{alquil Ci-
10)amino ete. designan aquellos grupos en los cuales el grupo alquilo es alquilo
Ci-1a como se definié con anterioridad. Los términos alcoxi Cis, alquiltio Cyg,
alquilamino Cis y di~{alquil Cis)amino etc. designan aquellos grupos en los
cuales el grupo alquilo es alquilo Ci-s tal como se definid con anterioridad. Los
términos alcoxd Cys, alquillio Ci—, alquilamino Cy_ y di-{alquil Cis)amino etc.
designan aquellos grupos en los cuales el grupo alquilo es alquilo de C4.4 tal
como se defini6 con anterioridad. Los témminos alct;xi Cis, alquiltio Cis,
alquilamino Cys y di<{alquil Ci_s)amino etc. designan aquellos grupos en los
cuales el grupo-alguilo es alquilo Cy.5 tal como se definié con anterioridad.

Halégeno significa fider, cloro, bromo o yodo.

El termino arilo se refiere a un grupo aromético carbocliclico mono o
bicidiico, como fenilo, o naftilo, en particular, fenilo.

Ariloxi, ariltio se refiere a un grupo donde el arilo es tal como se definid con
anterioridad.

El término heteroarilo se refiere a un grupo heteroaromético monociclico de
5 6 6 miembros o un grupo hetercaromético bicidico. El grupo heteroarilo
apropiado contiene 1-3 heterodtomos seleccionados de O, Sy N.

R® y R! pueden formar juntos una cadena de 3 a 5 4tomos de carbono,
formando asi un anhldrido. |

Cuando Z o5 —CH>-N(R'R""), donde R’ y R"" estan conectados entre si
para formar una estructura clclica incluyendo el 4tomo de N al que estén unidos,
la estructura ciclica forma grupos tales como los que incluyen piperidina,
pirrolidina, morfolinilo y piperazinilo.

HOB! significa hidroxibenzotriazol y pfp significa pentaftuorofencl.
accion rimental
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En los siguientes ejemplos, el % de conversion y la pureza 6ptica se
midieron y calcularon tal como se describe a continuacion:

Condicidon de andlisis por HPLC (para el Indice de conversion) usada para
los ejemplos 1-28:

Columna: YMC—Pack ODS-A 0,46 cm L.D. x 25 cm (fabricada por YMC
Co,LTD.)

Eluyente: 25 mM buffer de fosfato / acstonitrilo = 60 / 40

Velocidad de flujo: 1,0 mi/min

Temperatura: 40°C

Datector de longitud de onda: 237 nm

Condicién de analisis por HPLC (para el indice de conversitn) usada para
los ejemplos 29-42:

Columna: una columna Lichrosfer RP-8, 250 x 4 mm (5 um de tamafio de
particula)

Eluyente: MeOH/agua regulado preparado de la siguients manera: 1,1 mi
de EtsN adicionados a 150 ml de agua, 10 % de H3PO4(ac.) se agregaapH=7y
se adiciona agua hasta un total de 200 ml. La mezcla se agrega a 1,8 L de MeOH.

Temperatura: 35°C

Velocidad de flujo: 1 ml/min

Presion: 16,0 MPa

Deteccitn: UV 254 nm

Volumen de inyeccién: 10 microl

Velocidad de conversién ( %) = P/(S+P) x 100, (P: cantidad de producto, S:
cantidad de sustrato residual).

Condicién de anélisis por HPLC (para la pureza éptica) usada para los
sjemplos 1--28:

Columna: Chiralpak AD 0,46 cm 1.D. x 25 cm (fabricada por DAICEL
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CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.)
Eluysnte: Heptano / metanol / etanol / dietilamina=85/7,5/7,5/0,1
Velocidad de fiujo: 1,0 mi/min
Temperatura: 30°C
Detector de longitud de onda: 240 nm
Velocidad de conversién ( %) = P/S+P) x 100, (P: cantidad de producto, S:
cantidad de sustrato residual) -
Cromatografia liquida supercritica. Condicién de anélisis (para la pureza
Gptica) usada para los ejemplos 29-42: '
Columna: columna Daicel AD con las dimensiones 250 x 4,6 mm (5 um de
tamafio de particula) '
Fase mdvil: diéxido de carbono
Modificador: Metanol con dietilamina (0,5 %) y écido trifluoroacético (0,5
%).
Gradiente de! modificador:1-2 % en 4 minutos
2-4 % en 4 minutos
4-8 % en 4 minutos:
8-16 % en 4minutos
16-32 % en 4 minutos
32-45 % en 1,62 minutos
Temperatura: temperatura ambiente
Velocidad de flujo: 2 mi/min
Presién: 20 mPa
Deteccién: UV 230 nm y 254 nm
Volumen de inyeccién; 10 microl
Pureza ¢ptica ( % ee) = (A-B) / (A+B) x 100, (A y B representan al
correspondiente esterecisdmero, A>B)



Valor E = En {{1-¢/100) x (1-Es/100)) / En ((1~c/100) x (1+Es/100))
(c: relacién de conversién, Es: pureza 6ptica del sustrato dptico)
Ejemplo 1

Se agregaron agua (200,7 g) y tolueno (440,8 g) a. (£)}-4~{4-dimetilamino—
1—<{4'-fluorofenil)}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo, 1/2 sal de A4cido
sulfdrico (100,4 g, 0,257 mol), luego se agitd durante 15 minutos y la temperatura
- de la mezcla se elevd hasta 60° C. A continuacién, se agregd por goteo 30 % de
NaOH (34,5 g, 0,259 mol) durante 5 minutos hasta que el pH de la capa acuosa
alcanzd un valor de 11,4, y se agité durante 30 minutos. Luego de agitar, la
mezcla se dej6 reposar durante 5 minutos, y se separd. Se descarté la capa
acuosa, y la capa orgénica obtenida de esa mansra se lavé con 220,0 g de agua'y
luego se concentré a presién reducida a 60° C para eliminar la humedad restante.
La concentracién se ajustd agregando tolueno, a fin de obtener 583,1 g de una
solucion de 4{4—dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)-1-hidroxibutif}-3-
hidroximetilbenzonitrilo en tolueno (contenidc de 4-{4-dimetilamino—1—{4'—
fluorofenil)—1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo puro: 87,6 g, rendimiento:
99,7 %, 0,256 mol). Después se vertieron 52,5 g de tolueno en 17,5 g de una
enzima inmovilizada (Novozym 435), luego se agregaron 583,1 g de la solucidn
de 4-{4-dimetilamino—1—(4'fluorofenil}-1—hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo
en tolueno, y la temperatura de la mezcla se control6 a 40° C. A continuacion, se
adicioné una solucion mixta que contenla &cido pivdlico (28,7 g, 0,281 mol)
butirato de vinilo (29,2 gm 0,256 mol) y tolueno (28,8 g) en la mezcla anterior
durante 20 minutos, y la mezcla se agité a 40° C durante 12 horas en una ligera
corriente de nitrbgeno. Tras enfriar ia mezcla durante 2 horas hasta llegar a 20° C,
la mezcla se agité durante 1 hora a la misma temperatura y se detuvo la agitacion.

Se filtrd la enzima y luego la enzima se lavé dos veces con 105 g de tolueno, y
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estas capas de tolueno se combinaron. La capa de tolueno contenfa 583,1 g de
una solucibn de  4-{4-dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)~1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo en tolueno (contenido de’ (S)-4-{4-dimetilamino—1—{4'—
fluorofenil)-1-hidroxibutil}~3-hidroximetilbenzonitrilo puro: 36,0 g, rendimiento a
través del proceso de resolucién enzimética: 41,1 %, 0,105 mol).

Una solucién mixta que contenfa el sobrenadante y el liquido de lavado se
extrajo tres veces con agua (438 g, 263 g x 2), y se lavaron 10054 g de la capa
acuosa obtenida con 79 g de tolueno cinco veces. Como resultado, se obtuvieron
985,2 g de una solucion acuosa de sal de écido de (S)-4—{4—dimetilamino-1-{4"-
fluorofenil)-1--hidroxibutii}-3-hidreximetilbenzonitril pivélico {contenido de (S)-4-
[4—dimaii|amino—1-{4'-ﬂuomfeni|)-1-hiaroxibutin-a-hidrm}imetilbenmnitﬁlo puro:
32,6 g, rendimiento (a través del. proceso de extraccién con agua al lavado con
tolueno): 80,6 %, 0,0952 mol}. A los 985,2 g de una solucién acuosa de sal de
écido de (S)-4-{4—dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)}-1—hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitril pivélico obtenida de esta manera, se agregaron 218,2 g de
tolueno. A continuacién, se adicioné lentamente 30 % de NaOH (13,3 g, 0,0998
mol) a la mezcla agitando, hasta que el pH de la capa acuosa alcanz8 11,8, y la
mezcia s6 mantuvo agitada durante 30 minutos. Luego de agitar, la mezcla se
dejé reposar durante 30 minutos y se separt la capa de tolueno, y la capa acuosa
restante se extrajo nuevamente con 1425 g de tolueno, La capa de tolueno
combinada se lavé dos veces con 169,0 g de agua, se concentrd a 60° C a
presién reducida, a fin de obtener 640 g de una solucién de (S)-4-[4-
dimetilamino~1—(4'~fluorofenit)~1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo en
tolueno. Dicha solucion de tolueno contenfa 32,0 g (0,935 mol) de (S)-4-{4-
dimetilamino—1—(4'—fluorofenil)~1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo. El
rendimiento general fue del 36,4 %. La pureza 6ptica determinada por HPLC fue
del 98,7 % ee, y la pureza quimica fue del 89,9 % en érea, bufirato de {{(R)-5-
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ciano—2- [dimetilamino- (4'-fluorofenil)-hidroxibutillbencilo: 0,04 % en drea.

En el sistema anterior, la anterior "pureza quimica" esta representada por |a
siguiente ecuacion.

(Pureza quimica) = [Valor del érea de 4-{4-dimetilamino—1—(4'—fluorofenil)~
1—-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo] / [(Valor del. 4rea de todos los
compuestos detectados) — (Valor del drea de tolueno) — (Valor del érea derivedo
del sistema)] x 100 (% en area)

Ejemplo 2

Un tubo de ensayo equipado con tap6n se cargd con 50 mg (0,146 mmol)
de _ (x)~4-{4--dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}~1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo, 25 mg de varias clases de lipasas, 33 mg (0,29 mmol) de
butirato de vinilo y 1 ml de tolueno, y se agitd a 40° C durante 16 horas. Se
calcularon los valores E para el sustrato con una pureza dptica de al menos el 50
% ee. Los resultados se indican en ia tabla 1.

Eazisa Origen Couvorsia  Purers iptics Configuracidn Vel B
%) (o)
Lipozima TL IM (fiwicsdn por Novecymes A Thermanyces laniginosu s a? tR) 1
Novezymn 435 (fabricdo por Noveryss A/S Canlisly anterceion 07 964 (£ )) | ]
Nagmo 1.16
Tabla 1
Ejemplo 3

Un tubo de ensayo equipado con un tapén se cargd con 10 a 100 mg
. (0,029 a 0,29 mmol) de (x)—4—{4—-dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)~1-hidroxibutil}-
3-hidroximetilbenzonitrilo, 10 a 100 mg de Novozym 435 (producto de
Novozymes, relacién E/S = 1,0), 33 a 333 mg (10 eq. ) de butirato de vinilo y 1 ml

de tolueno, y se agitd a 30° C durante 16 horas. Los resultados se indican en la
tabla 2.
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Concentracién Cooversién  Pureza 6ptica Confipuracion ~ ValorE

(%) (%) (%%ec.c.)
529 937 S) 38
2 54.2 38,6 ) 20
63.1 £7.9 (5) 9
10 65.0 92.6 (%)) -9
Tabla 2
Ejemplo 4

Un tubo de ensayo equipado con un tapén se cargé con 100 mg (0,292
mmol) de (}-4-{4—dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}~1-hidroxibutil)}-3-hidroximetil-

benzonitrilo, 50 mg de Novozym 435 (producto de Novozymes), 333 mg (2,92
mmol) de butirato de vinilo, 0,292 mmol de varias clases de aditivos y 1 ml de

tolueno, y se agit6 a la temperatura de 40° C durante 16 horas. Los resultados se

indican en la tabla 3.

Piridina 65.4 96.5 ) 11
Acido benzaicoll Atrietilamin 66.0 92.0 (1)) 3
Acido benzoicol) Apiridina 58.1 97.3 ) 23
Ninguno 7.5 97.4 S) ]

Tabla 3
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Ejemplo 5

En un matraz de cuatro bocas de 200 ml equipado con un agitador y un
termometro, se disolvieron 1,5 g (4,38 mmol) de (t)-4-{4—dimetilamino~1-{4'-
fivorofenil)-1-hidroxibutif}-3-hidroximetilbenzonitrilo en 30 mi de tolueno, luego
se agregaron 0,45 g de Novozym 435 (producto de Novozymes), 0,347 g (4,38
mmol) de piridina, 4,38 mmol de va'rios tipos de &cidos y 1_,00 g (8,76 mmol) de

butirato de vinilo, y se agité a 40° C durante 16 a 21,5 horas. El resultado se
indicaenlatablad4. -

Acido Conversiés  Pucza dptica CopSgumaciém  Valor B
(%) (Me.e)
Acido salicilico 54.7 95.9 ) 3
Acido p -etilbenzoico 64,9 97.5 ) 13
Acido o toluico 64.5 973 ()] 13
Acido m -toluico 66.3 96.6 <) 1l
Acido p -tolnico 55.4 98.9 ) “
Acido o-anisico 593 949 (£ 17
Aciflo 4-clorofenilacético 59.5 96.3 ) 18
Acido 3-fenilpropiénico 462 144 ) 11
Acido 1-nafioico 61.8 8.3 ®) 6
Acido benzoico 59.7 99.9 (1)) 37
Acido butfrico 53.7 9.6 ) 24
Acido isobutirico 618 97.1 17} 16
Acido isovalérico 55.3 94.8 ) n
Acido pivilico 58.2 9.8 ) 25
Acido caproico 60.3 96.1 ) 17
Acido ciclchexancarboxdlic  55.2 95.4 ) 30
Ninguno 59.1 95.5 ) 18
Tabla 4
Ejemplo 6

En un matraz de cuatro bocas de 200 ml equipado con un agitador y un

termdémetro, se disolvieron 3,0 g (8,76 mmol) de {()4-{4—dimetilamino-1—(4'-
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fluorofenil)~1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo en 30 ml de tolueno, hiego
se agregaron 0,9 g de Novozym 435 (producto de Novozymes), 0,693 g (8,76
mmol) de piridina, 8,76 mmot de varios tipos de &cidos y 2,00 g (17,52 mmol) de
t;utirato de vinilo, y se agité a 40° C durante 15,5 a 16,5 hores. Los resuitados se
indican en la tabla 5.

Acido Tiempode resccitn Conversidn  Pureza éptics Configuracién  Valor E
{hrs) ) (%eec)

Acido o-tolnico 16.5 598 979 o) 21
Acido p-toluico 19.5 35.8 298 ) 4
Acido benzoico 17 256 284 ) 14
Acido pivilico 15 624 99.6 ) 23
Acido ciclohexancarbondlic 16.5 59.4 910 =) 20
Tabla 5

Ejemplo 7

En un matraz de cuatro bocas de 200 ml equipado con un agitador y un
termometro, se disolvieron 4,5 g (13,1 mmol) de (+)-4-{4-dimetilamino-1—(4'-
ﬂuomfsnil)—1-hidro:dbulil}-a—hidroximetilbenzo_nitﬁlo en 30 ml de tolueno, luego
se agregaron 0,90 g de Novozym 435 (producto de Novozymes), 2,68 g (26,2
mmol) de dcido pivalico y 0,800 a 1,500 g (0,6 a 1,0 eq.) de butirato de vinilo, y se
agitd a 40° C durante 24 horas. Los resultados se indican en la tabla 6.

quivalente de butirato de vini  Cemversiin =~ Pureza ptica Configuracién  ValorE

™) (%e.c)
0.6 458 738 s) 32
038 544 959 (£ 35
1.0 548 96.5 ) 35
Tabla 6
Ejemplo 8

En un matraz separable de 500 ml equipado con un agitador y un



T

termémetro, se disolvieron 20,0 g (58,4 mmol) de (i+}-4—{4—dimetilamino—-1-{4'—
fluorofenil}-1--hidroxibutil}-3—-hidroximetilbenzonitrilo en 144 ml de tolueno, luego
se agregaron &cido pivélico (1,1 a 3 eq.), 4,0 g de Novozym 435 (producto de
Novozymes) y 6,67 g (58,4 mmol) de butirato de vinilo, y se agltb a 40° C durante

20 a 24 horas en una corriente de nitrégeno {5 mi/min). Los resultados se indican
en la-tabla7.

Equivalente de dcido pivilico Tiempoderesccién Conversién Pureza éptics Configuracién  Valar E

20 21 56.9 98.0 ) 31
30 24 552 913 ) 35

Tabla 7
Ejemplo 9

Un tubo de ensayo equipado con un tapén se carg6 con 10 mg (0,029
mmol) de (+)-4-{4—dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}-1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo, 10 mg de Novozym 435 (producto de Novozymes), 0,29
mmol de varios tipos de donantes de acilo y 1 ml de éster diisopropilico, y se agits
a 30° C durante 16 horas. Se calcularon valores E para el sustrato con una pureza
éptica de al menos 30 % ee. Los resultados se indican en la tabla 8.
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Donor de acilo Conversién  Pureza dptica Configuracién
(%) (%e.c.)
Acetato de vinilo 550 59 )
Propionato de vinilo 468 539 )
Butirato de vinilo 663 98.3 ©)
Caproato de vinilo 46
Capmto de vinilo 0.2
Estearato de vinilo 0.0
2-ctilhexancato de vinilo 0.0
Pivalato de vinilo 00
d-ter Butilbenznato de vinilo 0.0
Anhidrido n -butlrico 69.0 167 )
Anhidrido iso valérico 38.6 5.80 )
Anhidrido iso butirico 325 330 )
Tabla 8
Ejemplo 10

Un tubo de ensayo equipado con un tapén se cargb con 10 mg (0,028
mmol) de (£)}-4-{4—-dimetilamino—1—{4'-flucrofenil}~1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo, 10 mg de Novozym 435 (producto de Novozymes), 33 mg
(0,29 mmol) de butirato de vinilo y 1 ml de varios tipos de solventes, y se agité a
30° C durante 16 horas. Después de la reaccidn, se analizaron las relaciones de

conversion y las purezas Opticas y los valores E. Los resultados se indican en la
tabla 9.



Solvente

Conversién ~ Pureza Optica Coofignracién ~ ValorE
060 (%ece)
Erer metilbutilico terciari 593 91.8 (£ 14
1,4-dioxano 111
Tetrahidroforsno 6.19
Eter diisopropilico 663 98.3 ) 13
Eter dietflico 59.7 95.8 ) 17
Acetons 113 '
Metilisobutilcetona 33.0
Btanol 709
Butanol 6.56
Acetato de etilo 108
Acctato do butilo 117
Talueno 529 93.7 ) 3
Hexano 40,7
Didaroetano 13.8
Acetonitrilo 25.5
Dimetilformamida 5.8
Dimetilputficido 8.78
Butirato de vinilo 57.0 95.0 ) 2
. Tabla 9
Ejemplo 11

Un matraz de cuatro bocas de 200 mi equipado con un agitador y un
termémetro se cargd con 0,9 a 1,35 g (las relaciones E/S son de 0,2 a 0,3) de
Novozym 435 (producto de Novozym). Se colocé en el matraz una solucién de 4,5
g (131 mmol) de (i)-4-{4~dimetitamino—1—{4'{fluorofenil}-1—hidroxibutii}-3—
hidroximetilbenzonitrilo en 30 ml de tolueno, 2,01 g de écido pivélico (19,7 mmol),

y 1,50 g (13,1 mmol) de butirato de vinilo, y se agité a una temperatura de entre

35 y 45° C durante 21 horas. Después de la reaccitn, el liquido de reaccifn se

separ6 por decantacion, y la enzima residual se lavé con 30 ml de tolueno y se

recuperd. La misma operacion a la descrita con anterioridad excepto por ef uso de
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la enzima recuperada se repitié cuatro veces para llevar a cabo la reaccién de
reciclado. Las actividades enziméticas se calcularon de acuerdo con [a siguiente
ecuacion. Los resultados se indican en la tabla 10. _

Actividad enzimdtica (U/g) = {Cantidad de producto preparado por minuto
(umalimin)) / (Peso de la enzima (g))

Lotes Actividad enzmitics (U/g)
35°C(B/S=0.30) 40°C (E/5=0.25) 45 °C (B/S=0.20)
1 8.61 12.75 1737
2 1031 1293 17.70
3 9.75 12.50 15.48
4 9.39 12.16 15.06
5 9.01 11.14 13.10
Tabla 10
Eiemplo 12
Sal de dcido de (S 4-dimetilamino~1—{4'-fluorofenil)-1-hi ibutil

hidroximetil-benzonitril pivélico

Un matraz de cuatro bocas equipado con un egitador y un termbmetro se
cargd con 666 g de una solucién de 10,0 g (0,028 mol) de (x)4-j4-
dimetilamino—-1—(4'-fluorofenil)}-1-hidraxibutill-3-hidroximetilbenzonitrilo en
tolueno, y la temperatura de la misma se controlé para que estuviera a 46° C. A
continuacién se agregaron 2,27 g (0,029 mol) de piridina, 2,98 g (0,029 mol) de
écido pivalico, 3,35 g (0,029 mol) de butirato de vinilo y 2,0 g de una enzima
inmovilizada (Novozym 435) en 1a mezcla anterior. La mezcla de reaccién se agit6
a 40° C durante 15 horas en una ligera corriente de ni.tnbgeno y se detuvo la
agitacion. Se filtrd la enzima de la mezcla de reaccién con un embudo de
Kiriyama, y la enzima se lavé con 21,6 g de tolueno. Como resultado, se

obtuvieron (S)—4-{4—dimetilamino—1-—<{4'-fluorafenil)-1-hidroxibutil}-3—
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hidroximetilbenzonitrilo (3,6 g, 0,011 mol, rendimiento: 36,0 %, pureza éptica: 98,5
% ee), sal de écido pivalico. |

La capa de tolueno combinada se lavé tres veces con agua (50 ml, 30 ml,
30 ml) a 20°C , y se obtuvo una cpa acuosa que contenfa (S)-4-{4-metilamino-1-
(4" -fluorofenil)-1-{4-fluorcfenil)-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo, sal del
écido pivalico (3,5 g, 0,011 mol, rendimiento por exiraccion: 95_%).
Ejemplo 13 '

Sal de #écido  (S)Y-4-{4-dimetilamino—1—-{4'—filuorofenii}-1-hidroxibutil}-3~
hidroximetil-benzonitril pivélico

Un matraz de cuatro bocas equipado con un agitador y un termémetro se
cargd con 68,7 g de una solucibn de 200 g (0,058 mol) de (+)}4{4-
dimetilamino—1—{4'-fluorofenif)-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo en
tolueno, y la temperatura de fa misma se controlé para que fuese de 40° C. A
continuacion se agregaron 5,93 g (0,058 mol) de écido pivélico, 6,62 g (0,058 mol)
de butirato de vinilo y 4,1 g de una enzima inmovilizada (Novozym 435) a la
mezcla anterior. La mezcla de reaccion se agité a 40° C durante 18 horas en una
ligera comriente de nitr6genc y se detuvo la agitacién. Se filtrd la enzima de la
mezcla de reaccién con un embudo de Kiriyama, y la enzima se lavé con 41,3 g
de tolueno. Como resultado, se obtuvieron 6,7 g (0,020 fnol) de sal de &cido de
(S)-4-{4-dimetilamino—1—4'-fluorofenit)—t-hidroxibutil}-3—hidroximetilbenzonitril
pivélico en la solucién de tolueno, con un rendimiento de 33,5 % y una pureza
Gptica de 99,7 %ee.

Ejemplo 14
| de &cido 4-dimetilamino—1—{4'-fi il}-1-hidroxibutif
hidroximetil-benzonitrilciclohexancarboxilico

Un matraz de cuatro bocas equipado con un agitador y un termdmetro se
cargé con 250,0 g de una -solucién de 25,0 g (0,073 mol) de (+)-4-{4-



dimetilamino—~1—(4'-fluorofenil)-1~hidroxibutil}-3-hidroximetitbenzonitrilo en
tolueno, y la temperatura de la misma se controld ‘para'que fuese de 40° C. A
continuacién se agregaron 5,77 g (0,073 mol) de piridina, 8,33 g (0,073 mol) de
butirato de vinilo, 9,52 g (0,073 mol) de écido ciclohexancarboxfiico y 5,0 g de una
enzima inmovilizada (Novozym 435) en la maezcla anterior. La mezela de reacciton
se agité a 40° C durante 17,5 horas en una ligera corriente de nitrgeno y se
detuvo la agitacién. Se filtr. la enzima, y se lavé con 54,1 g de tolueno. Como
resultado, se obtuvo una capa de tolueno que contenia (S)—4-{4—dimetilamino-1-
(4'fluorofenil}~1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitriic (86 g, 0,025 mol,
rondimiento: 34,4 %, pureza Opticaz 987 % ee), sal de Acdo
ciclohexancarbaxilico. '

La capa de tolueno combinada se lavo cinco veces con agua (187,5 ml x 5)
a 20° C, y se obtuvo una capa acuosa que contenfa (S)~4-{4-dimetilamino-1—(4—
_ﬂuomfenil)—1-hid'oxibulil}-3—hidroximotilbenzonhﬁlo (76 g9 00221 mol,
rendimiento por extraccién: 89 %), sal de Acido ciclohexancarboxflico.
Ejemplo 156 | :
Sal de écido (S)-4-i4~dimetilamino-1-{4-fiuorofen)-1-~hidroxibutil}-3-
hidroximeti ftril-o-toluico

Un matraz de cuatro bocas equipado con un agitador y un termémetro se
cargd con 250,0 g de una solucibn de 25,0 g (0,073 mol) de (+)—4-{4-
dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)—-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo en

tolueno, y la temperatura de la misma se controlé para que fuese de 40° C. A
| continuacion, se agregaron 5,77 g (0,073 mol) de piridina, 8,33 g (0,073 mol) de
butirato de vinilo, 8,93 g (0,073 mol) de &cido o-toluico y 5,0 g de una enzima
inmovilizada (Novozym 435) a la mezcla anterior. La mezcla de reaccién se agitd
a 40° C durante 21 horas en una ligera corriente de nitrdgeno, y luego se detuvo

la agitacion. Se filtré la enzima de la mezcla de reaccién con un embudo de
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Kiriyama, y se lavd con 54,1 g de tolueno. Como resultado, se obtuvo una capa de
tolueno que contenfa (S)-4—{4—dimetilamino—1—(4'-fluorofenit)-1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo (9,7 g, 0,028 mol, rendimiento: 38,8 %, pureza 6ptica: 97,8
% ee), sal.de écido o~toluico.

La capa de tolueno combinada se lavé tres veces con agua (250 ml, 63 ml,
63 ml) a 60° C, y se obtuvo una capa acuosa que contenia (S)-4-{4-
dimetilamino—1-—{4'—fiuorofenil)}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilc (7,8 g,
0,0228 mol, rendimiento por extraccin: B0 %), sal de &cido o-toluico.
Ejemplo 18

Sal de  é&cido  {S)-4-{4-dimefilamino—1—{4'-fluorofenil}—1-—hidroxibutil}-3—-
hidroximeti onitrilisobutlrico

Un matraz de cuatro bocas equipado con un agitador y un termdmetro se-
cargd con 33,3 g de una soluciébn de 100 g (0,029 mol) de (i}4{4-
dimetilamino—1—~(4'—fluorofenil)—1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo en
tolueno, y la temperatura de la misma se controlé para que fuese de 40° C. A
continuacion, se agregaron 2,29 g (0,029 mol) de piridina, 2,57 g (0,029 mol) de -
&cido iso-butirico, 3,33 g (0,029 mol) de butirato de vinilo y 2,0 g de una enzima
inmovilizada (Novozym 435) a la mezcia anterior. La mezcla de reaccién se agitd
a 40° C durante 24 horas en una ligera corriente de nitrégeno y se detuvo la
agitacion. Se filtr6 la enzima de la mezcla de reaccién con un embudo de Kiriyama
y se lavd con 21,6 g de tolueno. Como resultado, se obtuvo una capa de tolueno
que contenia (S)-4—{4—dimetilamino—1—(4-fluorofenil}-1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo (3,8 g, 0,011 mol, rendimiento: 38,0 %, pureza &ptica: 95,9
% eo), sal de acido isobutirico.
EJemplo 17

Sal___de _ A&cido (S)-4-{4-dimetilamino—1—{4'—fluorofenil)}--1-hidroxibutil}-3—
hidroximetil-benzonitrilbenzoico
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Un matraz de cuatro bocas equipado con un agitador y un termémetro se
cargd con 250,0 g de una solucion de 50,0 g {0,146 mol) de (+)4{4-
dimetilamino—1-(4'-ﬂuorofenil)—1-hidroxibutil]—&-hidroximhtiibenzonihilo en
tolueno, y la temperatura de la misma se controlé para que fuese de 40° C. A
continuacion, se agregaron 11,5 g (0,146 mol) de piridina, 33,2 g (0,291 mol) de
butirato de vinilo, 17,8 g (0,146 mol) de &cido benzoico y 10,0 g de una enzima
inmovilizada (Novozym 435) a la mezcla anterior. La mezcla de reaccion se agité
a 40° C durante 20 horas en una ligera comriente de nitndgeno, y luego se detuvo
la agitacién. Se fiitré la enzima de la mezcla de reaccién con un embudo de
Kiriyama y se lavé con 108 g de tolueno. Como resultado, se obtuvo una capa de
tolueno que contenia (S)-4-{4~dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}~1-hidroxibutil}-3—
'hidroximetilbenzonihilo (22,0 g, 0,084 mol, rendimiento: 44,0 %, pureza dptica:
99,0 % ee), sal de acido benzoico.

La capa de tolueno combinada se lavd tres veces con agua (500 ml x 3) a
- 80° C, y se obtuvo una capa acuosa que contenla (S)-4-{4-dimetilamino—1-(4'—
fluorofenil)-1--hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitilo (210 g 0,0614 moal,
rendimiento por extraccién: 96 %), sal de é&cido benzoico.

Los siguientes ejemplos 18 a 28 ilustran la separacidn del S—diol de la
mezcla de reaccion.

Ejemplo 18

Un tubo de ensayo equipado con un tapén se cargd con 4,3 mg (0,0126
mmol) de (S)-4—{4—dimetilamino—1—{4'fluorofenil)-1—hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo (compueste A), 6,8 mg (0,0165 mmol) de butirato de (R)-
5—ciano—2-{4—dimetilamino-1—{4'-fluorofenil)}-1-hidroxibutil}-bencilo (compuesto
B), 1 ml de tolueno, 1 ml de agua, y 0,291 mmol de varigs tipos de dcidos (en el
caso de un 4cido dibésico, se usan 0,146 mmol), y se agité a 40° C durante 1

hora. El solvente mixto obtenido de esta manera se separd en una capa acuosa y
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una capa de tolusno, y luego se midieron las concentraciones de compuesto A y
B en cada capa. Los coeficientes de particion Ka o Kb sa calculan de acuerdo con
la siguiente ecuacién. Los resultados se indican en la tabla 11.

Ka = (Concentracién del compuesto A en capa acuosa) / (Concentracién
del compuesto A en capa de tolueno)

Kb = {Concentracién del compuesto B en capa acuosa) / {Concentracion
del compuesto B en capa de tolueno)
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Acido Coeficiente de particion Ka/Kb
Ka Kb _
-

Acido o -nitrobenzoico 30.7 045 683
Acido m -nitrobenzaico 19.5 0.08 237
Acido salicllico 13.0 0.06 212
Acido p -hidroxibenzoico 10.8 0.31 226
Acido o clorcbenzoico 22.8 0.30 16.7
Acido m -clorobenzoico 498 0.04 122
Acido p -clorcbenzoico 7.01 0.06 123
Acido p -fluorobenzaico 14.4 0.12 120
Acido p -etilbenzsico 228 0.03 no
Acido o 4oinico 9.11 0.05 172
Acido m -toluico 6.00 0.03 215
Acido p -tohiico 597 0.02 249
Acido o -metaxibenzoico 21.1 0.38 71.1
Acido m -metoxibenzoico 9.23 0.07 136
Acido p -metoxibenzoico 123 0.10 122
Acido 4-bifenilcabondlico  0.87 0.04 24,9
Acido 3-fenilpropiénico 5.67 0.02 229,
Acido benzico 18.4 0.08 244
Acido isobutfrico 392 017 - 225
Acido olsovalério 4.4 0.10 241
Acido pivilico 9,03 0.10 92.6
Acido caproico 5.04 0.03 181
Acido ciclohmaancarboxilic 389 0.03 168
Acido fidlico 20.8 0.33 618
Acido isoftélico 743 029 254
Acido tercftdico 16.8 0.15 113
Acido p -tolensulfémico 164 3.61 454
Acido malénico 38.5 1.29 29.8
Acido axélico 1092 573 190
Acido succinico 24.1 0.44 54.6
Acido maleico 31.1 1.03 30.0
Ninguno 0.17 0.08 2.2
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Tabla 11
Ejemplo 19
Sal  de_ écido (S)-4-{4-dimelilamino-1~{4'-fuorofenil)-1-hidroxbuti

Se filtr6 la enzima de la mezcla de reaccidn enzimélica obtenida mediante
el método de acuerdo con el ejemplo 1, y se lavd dos veces con tolueno. Los
1174,3 g obtenidos de esta manera de una solucién de tolueno que contenia (S)-
4-{4-dimetilamino-—-1--{4'-fluorofenil)}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitriio
(44,8 g, 0,131 mol), sal de acido pivalico se agregaron & 600,3 g de agua y se
extrajeron. Posteriormente, una extraccién doble con 359,7 g de agua dio como
resultado 13759 g de una solucibn acuosa de sall de acido (S)-4-{4-
dimetilamino—1—{4'—Ruorofenil)}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitril  pivalico.
La solucién acuosa contenia 43,8 g (0,128 mol, rendimiento: 97,8 %) de (S)y-4{4-
dimetilamino—1—{4'fluorofenil)-1-hidroxibutill-3—-hidroximetilbenzonitrile. Pureza
Optica: 98,4 %ee, butirato de (R)-5-ciano-2-{dimetilamino—{4'—fiuorofenil)~
hidroxibutifjbencilo: 10,7 % de &rea.
Ejemplo 20

al  de dcido

hidroximetil-benzonitril pivélico

A 12,6 g de una solucién acuosa de sal de acido (S)-4-{4—dimetilamino-1—
(4'fluorofenil)~1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitril pivélico {contenido de (S)-
4—{4—dimetilamino—1—~{4'—fluorofenil}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo:
0,4 g, 1,168 mmol}, que se obtuvo por separado de acuerdo con el método de!
ejemplo 19, se agregaron 1,4 g (0,018 mol) de acetato de amonio. Luego se
adiciond 1,0 g de tolueno y la mezcla se agitd durante 10 minutos. Tras reposar
durante 30 minutos, la capa orgdnica se descarid separando la solucion de

mezcla, y se obtuvo una capa acuosa que contenfa sal de &cido (S)-4-{4-
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dimetilamino—1—(4'-fluorofenil)}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitril  pivélico
(0,389 g, 1,136 mmol, rendimiento: 97,3 %). Por andlisis de HPLC se hall6 que la
pureza quimica era de 97,3 % en drea y que contenia butirato de (R)—S—ciaﬁo-z-
[dimetilamino— (4'-fluorofenil)}-hidroxibutil] bencilo: 1,5 % en érea.

Ejemplo 21

Sal__de _ écido _ (S)-4-J4-dimetilamino—1~{4'—fiuorofenil)-1-hidroxibutil}-3—
idroximetil-benzonitril pivélico '

A 12,6 g de una solucién acuosa de sal de écido (S)—4—{4~dimetilamino~1-
(4'Aluorofenil)-1-hidroxibutil-3-hidraximetilbenzzonitri pivdlico {contenido de (S)-
4—{4—dimetilamino—1—{4'fluorofenil}-1—-hidroxibutil}-3—hidroximetilbenzonitrilo:
0,4 g, 1,168 mmol}, que se obtuvo por separado de acuerdo con el método del
ejemplo 19, se adicionaron 1,4 g (0,013 mol) de sulfato de litio. Luego.se agregb
1,0 g de tolueno y la mezcla se agité durante 10 minutos. Tras reposar durante 30
minutos, la capa orgénica se descarté separando la solucibn de mezcla, y se
obtuvo una capa acuosa que contenla sal de &cido (S)—4-{4-dimetilamino-1—(4'-
fluorofenil)-1-hidroxibutil}--3-hidroximetilbenzonitril pivélico (0,394 g, 1,151 mmol,
rendimiento: 98,5 %). Por andlisis de HPLC se hallb qus la pureza quimica era de
93,7 % en drea y contenfa butirato de (R)-5-ciano—2-{dimetilamino— (4-
fluorofenil)-hidroxibutil] bencilo: 5,5 % en érea.

Ejemplo 22
Sal _de  &cido  (S)}-4-4-dimetilamino—1—{4'—fluorofenii}-1-hidroxjbutil}-3—

hidroximetil-benzonitril pjvélico

A 12,6 g de una solucién acuosa de sal de acido (S)-4—{4—dimetilamino-1-
(4'-fluorofenil)~1-hidroxibutil-3-hidroximetilbenzonitril pivalico {contenido de (S)-
4-{4-dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitriio:
0,4 g, 1,168 mmol}, que se obtuvo por separado de acuerdo con el rﬁétodo del

ejemplo 19, se agregaron 1,4 g (0,011 mol) de sulfato de amonio. Posteriormente
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se adicioné 1,0 g de tolueno y la mezcla se agité durante 10 minutos. Tras
reposar durante 30 minutos, la capa organica se descarid separando la ;soludén
de mezcla, y se obtuvo una capa acuosa que contenfa sal de éacido (S)-4-{4—
dimetilamino—1—(4'-fluorofenil)~1-hidroxibutil}-3—hidroximetilbenzonitriil  pivélico
(0,397 g, 1,159 mmol, rendimiento: 99,3 %). Por andlisis de HPLC se hall6 que la
pureza quimica era de 94,7 % en drea y contenia butirato de (R)-5-ciano—-2-
[dimetilamino— (4'-fluorofenit)-hidroxibutijpenciio: 4,5 % en érea.

. Ejemplo 23 .

Sal de _écido (S)-4—l4-d'|meti|amino-]:(4'—ﬂuorofenil1:1—hidroxipu;illi
h j I Zzonitril. pivélico

A 12,6 g de una solucién acuosa de sal de ficido (S)-4—{4-dimetilamino—1—
(4'fluorofenil}-1-hidrexibutil}-3—-hidroximetilbenzonitril pivélico {contenido de (S)-
4-{4—dimetilamino—1—(4'-fluorofenil)-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo;
0,4 g, 1,168 mmol}, que se obtuvo por separado de acuerdo con el método del
ejemplo 19, se adicionaron 1,4 g (0,0099 mol) de sulfato de sodio. A continuacién
se agregé 1,0 g de tolueno y la mezcla se agit6é durante 10 minutos. Tras reposar
durante 30 minutos, la capa orgénica se descarté separando la solucién de
mezcla, y 86 obluvo una capa acuosa que contenia sal de Acido de (S)-4-{4—
dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}-1—hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrii  pivélico
(0,391 g, 1,142 mmol, rendimiento; 97,8 %). Por andlisis de HPLC se halié que la
pureza quimica era de 94,5 % en érea y contenla butirato de (R)}-5-ciano-2--
[dimetilamino—(4'-fluorofenil)-hidroxdbutillbencilo: 4,7 % en érea.

Ejemplo 24

Sal _de__ écido  (S)-4-{4-dimetilamino—1—{4'—fluorofenil}—1-hidroxibutil}-3-
hidroximetil-benzonifril pivalico

A 12,6 g de una solucién acuosa de sal de acido (S)-4—{4—dimetilamino-1-
(4'—fluorofenil)-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitril pivalico {contenido de (S)-
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4-{4-dimetilamino—-1—(4'-fludrofenil)}-1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo:
0,4 g, 1,168 mmol}, que se obtuvo por separado de acuerdo con el método del
ejemplo 19, se adicionaron 0,7 g (0,012 mol) de cloruro de sodio. A continuacion
se agregd 1,0 g de tolueno y la mezcla se agitd durante 10 minutos. Tras reposar
durante 30 minutos, la capa organica se descarté separando la solucion de
mezcla, y se obtuvo una capa acuosa que contenia sal de acido (S)-4-{4—
dimetilamnino—1—{4'—fluorofenil)}~1-hidroxibutil}-3-hidroximetibenzonitril  pivélico
(0,397 g, 1,159 mmol, rendimiento 89,3 %). Por anélisis de HPLC se hallé que la
pureza quimica era de 93,3 % en drea y contenfa butirato de (R)-5-cGiano~2—
[dimetilamino-{4'-fluorofenil}-hidroxibutifjbencilo: 5,8 % en érea.

Los ejemplos 20-24 comparados con e ejemplo 19 muestran que la
separacion mejord con la adicién de sales.

Ejemplo 25 .
Sal de dcido (S)-4-{4-dimetilamino—1—{4'-fiuorofeni)}-1-hidroxibutil}-3~
hidroximeti itril pivélico

Se filtrS la enzima de la mezcla de reaccién enzimética obtenida mediante
el método de acuerdo con el ejemplo 1, y se lavé dos veces con tolueno. Los 19,4
g obtenidos de esta manera de una solucién de tolueno que contenla 1,0 g (2,92
mmol) de é&cido (S)4-{4-dimetilamino-1—{4'—fluorofenil)-1-hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilpivélico se ajusté de manera tal de estar a 40 °C y se
agregaron 13 ml de agua a la solucion y se extrajo. La solucién se extrajo
posteriormente dos veces con 7,5 ml de agua para obtener una solucién de sal de
écido (S)—4-{4—dimetilamino~1—{4'-flucrofenil}-1--hidroxibutill-3—-
hidroximetilbenzonitril pivélico. En la solucidn acuosa anterior, estaban contenidos
0,886 g (2,588 mmol, rendimiento: 88,6 %) de (S)-4-{4-dimetilamino-1—4'-
fluorofenil)—1-hidroxibutil}-3—hidroximetilbenzonitrilo.
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EJempio 26

hidroximetit-benzonitrilo

Se filtrd la enzima de la mezcla de reaccion enzimatica obtenida mediante
el método de acuerdo con el ejemplo 1, y se lavéd dos veces con tolueno. Los 19,4
g obtenidos de esta manera de una solucién de tolueno que contenfa 1,0 g (2,920
mmol) de é4cido pivélico (S)-4-{4—dimetilamino—1—(4'~fluorofenil)}-1—hidroxibutil}-
3-hidroximetilbenzonitrilo de modo tal de estar a 40°C y se agregaron 11,6 ml de
agua a la solucién y se extrajo. La solucién se extrajo posteriormente tres veces
con 5,8 ml de agua para obtener una solucion de sal de &cido (S)-4-{4-
dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)—1—hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitril  pivélico.
En la solucibn acuosa anterior, estaban contenidos 0,879 g (2,567 mmol,
rendimiento 87,9 %) de (S)-4-{4—dimetilamino—~1—{4'-fluorofenil)-1-hidroxibutil}-
3-hidroximetilbenzonitrito. '

Ejoemplo 27
Sal de  écido (S)-4-4-dimetilamino—1—{4-fluorofenil}-1-hidroxibutil}-3—

hidroximetil-benzonitril pivélico.

Se filtrd la enzima de la mezcla de reaccion enzimética obtenida mediante
el método de acuerdo con el ejemplo 1, y se lavd dos veces con tolueno. Los 10,4
g obtenidos de esta manera de la solucién de tolueno que contenfa 1,0 g (2,92
mmol) de &cido pivélico (S)-4-{4-dimetilamino—1—(4"-fluorcfenil)-1-hidroxibutil}-
3-hidroximetilbenzonitrilo se agregaron a 13,0 ml de agua y se extrajo. La
solucién se extrajo posteriormente dos veces con 7,5 ml de agua para obtener
una solucién acuosa de sal de écido (S)-4-{4—dimetilamino~1-{4'-fluorofenil)-1~
hidroxibutil}-3-idroximatilbenzonitril pivédlico. En la solucién acuosa anterior,
estaban contenidos 0,954 g (2,786 mmol, rendimiento 954 %) de (S)}4-{4-
dimetilamino—1—{4'~fluorofenil}~1~hidroxibutii}-3-hidroximetilbenzonitrilo.
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Ejemnplo 28

hidroximetil-benzonitril pivélico

Se filtr6 la enzima de la mezcla de reaccién enzimdtica obtenida mediante
el método de acuerdo con el ejemplo 1, y se lavé dos veces con tolueno. Los 19,4
g obtenidos de esta manera de una solucidén de tolueno que contenfa 1,0 g (2,80
mmol) de sal de &cido (S)-4-{4-dimetilamino—1—(4'fluorofenil)}~1-hidraxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitril pivélico se agregaron a 043 g (4,210 mmol} de Acido
pivélico y la mezcla se extrajo con 13,0 ml de agua. La solucién se extrajo
posteriormente dos veces con 7,5 ml de agua para obtener una solucién acuosa
de sal de dcido (8)4-{4-dimetilamino—1—4'—fluorofenil}-1-hidroxibutil}-3-
hidroximetilbenzonitril pivilico. En la solucidén acuosa anterior, estaban contenidos
0,947 g (2,766 mmol, rendimiento: 84,7 %) de (S)-4{4—dimetilamino—1-{4'-
fluorofenil)}~1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo.

Una comparacién del ejemplo 25, 26, 27 y 28 indica que se obtiene una
separacion mejorada agregando écido pivélico, mientras que mayor cantidad de
lavados y la regulacién de la temperatura no ejercen mayor influencia sobre la
separacion.

Ejemplo 20

benzonitrilo

A una solucién agitada de 4-{4-dimetilamino—1—{4-fluoro-fenil)—1-hidroxi—
butil}-3-hidroximeti~benzonitrilo racémico (0,29 mmol, 100 mg) y vinilbutirato (3,9
mmol, 0,5 ml) en 1,4-dioxano anhidro (2,5 mi) se agregé lipoprotéina lipasa de
pseudomonas sp. (160 U, 5 mg). La reaccidn se calienta a 37 °C y es seguida por
HPLC. Luego de 162 horas (a una conversion de 33,9 %) se filtra la enzima y se

lava con una pequeiia cantidad de 1,4-dioxano. Las fases orgénicas combinadas
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se evaporan al vacio y posteriormente se analizan por cromatografia liquida

supercritica para obtener éster de (R)-butirato con 72 % ee y (S)-diol con 28 %

Ejemplo 30
(S)-4-14-dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)}-1-hidroxibutil}-3—hidroximetil-
benzonitrilo

A una solucién agitada de - 4—j4—dimetilamino—1—(4—fiuoro-fenil)}<1—
hidroxi-butil}-3-hidroximetil-benzonitrilo racémico (0,28 mmol, 100 mg) vy
vinilbutirato (0,58 mmol, 73,6 ul) en 1,4-dioxano anhidro (3,0 ml) se agregd
lipoprotéina lipasa de pseudomonas sp. (160 U, 4 mg). La reaccion se calienta a
37 °C y es seguida por HPLC. Luego de 184 horas a una conversion de 18,7 %,
se filtra la enzima y se lava con una pequefia cantidad de 1,4-dioxano. Las fases
organicas combinadas se evaporan al vacio y postaﬁormanto se analizan por
cromatografia liquida supercritica para obtener éster de {R)-butirato con 92 % ee
y (S)-diol con 14 % ee. La reaccién también se monitored usando 1, 4 y 8
equivalentes de vinilbutirato tal como se indica en la tabla 12.

Ester Diol
Entra Viniibutirato Tiempo Conversion % Confi~ % Confi-
da (h) ( %) EE guracién EE guracién
1 1eq. 194 62(05) 79 (R) 5 (8)
2 2 eq. 194 187(1,0) 92 (R) 14 (S)
3 4 eq. 194 191(20) 86 (R) 14 (8)
4 8 aq. 194 226(40) 86 (R) 15 (S)

Tabla 12 (Los nimeros entre paréntesis son la conversin sin enzima)
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Ejemplo 31

A una solucién agitada de 4—{4-dimetilamino—1—{(4~fluoro—fenil)~1-hidroxi-

butil}-3-hidroximetil-benzonitriic racémico (0,29 mmol, 100 mg) y vinilbutirato

-(0,59 mmol, 75 ul) en 1,4-dioxano anhidro (2,925 ml) se agregd lipoprotéina

lipasa de pseudomonas sp. (160 U, 5 mg). La reaccion se calienta a 50 °C y es

- seguida por HPLC. Luego de 165 horas a una conversion de 30,4 %, se filira la

enzima y se lava con una pequeiia cantidad de 1,4—dioxano. Las fases orgénicas

combinadas se evaporan al vacio y posteriormente se analizan por cromatografia

" liquida supercritica para obtener éster de (R)-butirato con 98,1 % ee y (S)~diol

con 30,3 % ee. La reaccién también se monitored a 25, 37 y 65 °C tal como se
indica en la tabla 13.

Ester Diol
Entr Tem— Tiempo Conversion %EE Configu~- %  Configu-
ada pera— (h) { %) racién EE racién
tura
1 25°C 238 58(05 979 (R) 51 (S)
2 37°C 238 125(14) 991 (R 85 (8)
3 50°C 165 304(1,9) 981 (R) 30,3 (S)
4 50°C 238 322(30) 973 (R 32,1 (S)
5 _65C 238 283(76) 641 (R) 219 (S)

Tabla 13 (los nimero entre paréntesis son la conversion sin enzima)
Ejémplo 2
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benzonitrilo

A una solucién agitada de 4{4-dimetilamino—-1—(4-fluoro—fenil}-1-hidroxi-
butif}-3-hidroximetil-benzonitrilo racémico (0,29 mmol, 100 mg) y vinilbutirato
(0,59 mmol, 75 p, 2. eq) en 1.4-dioxano anhidro (2,925 mi) se agregs
lipoprotéina lipasa de pseudomonas sp. (160 U, 4,5 mg). La reaccion se calienta
a 50 °C y es seguida por HPLC. Luego de 209 horas, se filtra la enzima y se lava
con una pequefia cantidad de 1,4-dioxano. Las fasas orgénicas combinadas se
evaporan al vacio y posteriomente se analizan por cromatografia liquida
_ supercritica para obtener éster de (R)-butirato y (S)-diol. La reaccion también se
monitored con 200 mg, 500 mg y 1000 mg diol y respectivamente 150 ul, 375 ul y

750 pl de vinilbutirato y 2,85 mil, 2,625 ml y 2,25 mi de 1,4-dioxano tal como ge
indica en la tabla 14.

Ester Diol
Entr Con- Tiempo Conversion % Configu— % Configu—
ada centr. (h) { %) EE racion EE racion
1 01M 209 306(26) 841 (R) .331  (S)
2 02M 209 32549 629 (R) 28,7 (S)
3 05M 209 506(206) 323 (R) 29,1  (S)
4 10M 209 69,3(663) 87 (R) 249 (S)
Tabla 14
Elemplo 33
S 4-dimetilamino—1-—{4'—fiuorofenil}-1-hidroxibutil idroximeti
benzonitriio

A una solucién agitada de 4-{4—dimetilamino—1—{4—fiuoro—fenil)}—1-hidroxi—
butill-3-hidroximetil-benzonitrilo racémico (0,29 mmol, 100 mg) y vinilbutirato
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(0,59 mmol, 75 ) en 1,4-dioxano anhidro (2,925 ml) se agregd lipoprotéina
lipasa de pseudomonas sp. (160 U, 4 mg). La reaccién se calienta a 50 °C y es
seguida por HPLC. Luego de 473 horas, se filtra la enzima y se lava con una
pequefia cantidad de 1,4—dioxano. Las fases orgénicas combinadas se evaporan

al vacio y posteriormente se analizan por HPLC. El resultado se indica en la tabla
15.

. _Entrada___ Agua agregada % (p/p) Tiempo (h) Conversi6n (%)

1 o 473 33,9

2 0,1 473 201

3 1,0 473 0,1

4 10 473 0
Tabla 15
Elemplo 34
{S)y-4-{4-dimetilamino—1—{(4'-fluorofenil}-1-hidroxibutii}-3-hidroximetil—
benzonitrilo .

A una solucién agitada de 4-{4—dimetilamino—1—(4-fluoro—fenil)-1-hidroxi—
butil}-3-hidroximetil-benzonitrilo racémico (2,9 mmol, 1000 mg) y vinilbutirato (5,9
mmol, 750 pl) en 1,4-dioxano anhidro (14,25 mi) se agregd lipoprotéina lipasa de
pseudomonas sp. {160 U, 20 mg). La reaccién se calienta a 50 °C y es seguida
por HPLC. Luego de 139 horas, se agragan 5 mg de lipasa adicionales. Luego de
1565 horas, se adicionan 15 mg més de lipasa. Luego de 399 horas, se recoge una
muestra con una conversion de 55,7 %. La enzima se filira y se lava con una
pequefia cantidad de 1,4—dioxano. Las fases organicas ct_:mbinadas $6 evaporan
al vacio y posteriormente se analizan por cromatografia liquida supercritica.
Luego de 560 horas a una conversion de 62,8 %, se detiene la reaccién. La

enzima se filtra y se lava con una pequefia cantidad de 1,4-dioxano. Las fases
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organicas combinadas se evaporan al vacio y posterioomente se analizan por

cromatografia liquida supercritica. Los valores ee obtenidos se indican en la tabla
16.

Ester Diol
Entrada Tiempo Conversi6 %  Config. % EE Config.
(hs) n ( %) EE

1 399 55,7 757 (R) 795 (S)
2 560 62,8 59,5 (R) 845 (S)
Tabla 16
Elemplo 36

Andlogos de (S)-citalopram diol

A una solucién agitada de un andlogo de citalopram diol racémico (0,29
mmol, t00 mg) y vinilbutirato (0,29 mmol, 37 ul) en 1,4-dioxano anhidro (2,925
mi) se agregb 4-10 mg PsplL. La reaccién se calienta a 50 grados Celsius y es
seguida por HPLC. Luego de deterer la reaccién, se filtra la enzima y se lava con
una pequefia cantidad de tolueno. Las fases orgdnicas combinadas se evaporan

al vaclo y posteriormente se analizan por cromatografla liquida supercritica. E)
resuitado se indica en la tabla 17.

Ester Diol
Entrada Analogo Tiempo Conversion %  Conf % Conf
(h) ( %) EE EE
1 5- 409 56,4 (8,9) 671 R 463 S

bromo
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2 5 456 205(50) 147 R 205 S
| carboxa '
mida
3 5yodo 143 280(19) 988 R 299
4 S-cloro 244 30,546 547 R 243 -S
5- 244 339(83) 885 R 139
formilo '

Tabla 17 (los nimero entre paréntesis son la conversién sin enzima)
Ejemplo 36
S 4—dimetilamino—1—{4'-fluorofenil}-1-hidroxibutil idroximetil—

benzonitrilo

A una solucién agitada de 4-{4-dimetilamino—1—{4—fluoro—fenil)}-1--hidroxi—
butill-3-hidroximetil-benzonitrilo racédmico (28 mmol, 10 g) y vinilbutirato (58
mmol, 7,5 ml) en 1,4-dioxano anhidro (142,5 ml) se agregd lipoprotéina lipasa de —
pseudomonas sp. (160 U, 250 mg). La reaccién se calienta a 50 °C y es seguida
por HPLC. Luego de 192 horas a una coniversion de 41 %, se agregan 250 mg de
lipasa adicionales. Luego de 504 horas, se detuvo la reaccién a una conversién
de 63 %. La enzima se filtra y se lava con una pequefia cantidad de 1,4~dioxano.
Las fases orgénicas combinadas se evaporan al vacio y posteriormente se
analizan por cromatografia liquida supercritica. Valor EE obtenido ((S—diol) = 95
% (S—diol/R—diol = 40:1).
Ejemplo 37

Aislamiento ___de __(S)}-4-J4-dimetilamino~1—{4'—fluorofenil}-1-hidroxibttill-3—
hidroximetil-benzonitrilo por cromatografia flash

Una mezcla de 372 mg de S—citalopram diol con valor ee 94,5 % y 628 mg
de butirato de R—citalopram diol con valor ee 59,5 % se disolvi® en un minimo de

acetato de etilo/heptano 4:1 con 4 % de trietilamina. El S—citalopram diol se aisl6
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usando cromatografia de flash en acetato de etilo/heptano 4:1 con 4 % trietilamina
para obtener 120 mg de S—citalopram diol {(valor ee 94,5 %).
Ejemplo 38 '

Aislamiento _de (§)—4—|’4—dimﬂilaﬁinp—1=(4’—ﬂuorofanil }-1-—hidroxibutil}-3—

hidroximetil-benzonitrilo por lavado de una mezcla con contenido de una base de
S-diol

A una mezcla de S—citalopram diol y butirato de R-citalopram diol (0,3 g
cada uno) se agregaron 24 ml de heptano y 66 ml de agua/metancl (2:1). La
solucién clara se transfirid6 a un embudo de separacién y se recogid la fase
organica. Se adicionaron 10 mi.de heptano adicionales. a la fase acuosa y se
mezclé cuidadosamente. Se recogid la fase orgénica. La extraccion se repitié 4
vaces mds. Las fases combinadas de heptano se extrajeron con 20 mi de
agua/metanol (2:1) y las fases acuosas se combinaron y se evaporaron hasta la
mitad del volumen y se extrajeron tres veces con 10 ml de acetato de etilo. Las
fases combinadas de acetato de elilo se secaron con NaxS0,, se filtraron y se

secaron al vaclo para obtener 0,15 g S-citalopram diol que contenia 2 % de
butirato de R~citalopram diol.

Ejemplo 39
Andlogos de (S)-citalopram diol usando Novozymes 435

A una solucién agitada de un anélogo de citalopram diol racémico (0,29
mmol, 100 mg) y vinilbutirato (0,28 mmol, 37 pi) en tolueno anhidro (2,925 mi) se
agregan 0,2 mg de Novozymes 435 y &cido pivélico (0,32 mmol, 33 mg). La
reaccién se calionta a 40 grados Celcius y es seguida por HPLC. Luego de
detener la reaccidn, se filira la enzima y se lava con una pequeiia cantidad de
tolueno. Las fases orgénicas combinadas se evaporan al vacio y posteriormente

se analizan por cromatografia liquida supercritica. El resultado se indica en la
tabla 18.
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Ester Diol
Entr Andlogo  Tiempo
ada (h) Conversibn % Conf % Conf
(%) EE . __EE
1 5-bromo 24 54 74,9 R 97,1 S
2 5- 96 a3 - 81,3 R 41,7 S
carboxamid
a
3 . S5-yodo 24 54 999 R 995 S
4 5-cloro 24 51 74,9 R 96,3 S
§  S5-fommilo 24 3 61,1 R 215 8
Tabla 18
Ejemplo 40
influencia de varios &cidos carboxilicos sobre la acilacié imética usando

Novo

es 435

A una solucién agitada de 4—{4—dimetilamino—1—{4—fluoro-fenil)—1—hidroxi—

butil}-3-hidroximetil-benzonitrilo racémico (0,29 mmol, 100 mg) y vinilbutirato

(0,28 mmol, 37 ul) en toluenc anhidro (2,925 mi) se agrega Novozymes 435 (0,2
mg) y 1,1 eq. de écido rboxllict_:. La reaccion se calienta a 40 grados Celsius y

es seguida por HPLC. La enzima se filtra y se lava con una pequefia cantidad de

tolueno. Las fases orgédnicas combinadas se evaporan al vacio y posteriormente

se analizan por cromatografia liquida supercritica. El resultado se indica en la
tabla 19,
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Ester Diol

En- Acido Tiempo Conversion %  Conf %  Conf

tra—- carboxilico (h) (%) EE EE

da

1 Acido 24 18 - 921 R 657 S
acético

2 Acido 24 34 89,7 R 847 S
propidnico

3 Acido 24 55 88,3 R 85,5 S
pivalico

4 Acido 24 55 84,5 R 99,7 S
ciclohexan—
carboxilico

5 Acido 72 50 92,3 R 86,7 S
benzoico _

6 Acido 72 48 94,1 R 843 S
hidrocindmi—
co

7 Acido 48 51 88,3 R 90,7 S
isovalérico

8 Acido 72 53 82,9 R 86,9 S
decanoico

i) Acido 48 53 86,9 R 92,7 S
isobutirico

10 Acido 72 54 82,9 R 95,1 S
croténico

11 Acido2- 24 50 87.1 R 943 S
etilbutirico _

12 Acido 48 54 71,3 R 93,3 S
palmitico

Tabla 19



89" /05

Ejemplo 41
Butirato de (R

Un matraz de cuatro bocas equipado con un agitador y un termémetro se
carg6 con 219 g de una solucién que contenia 21,9 g (0,064 mol) de ()}-4—4~
dimetilamino—1—{4'-fluorofenil)}—1-hidroxibutil}-3-hidroximetilbenzonitrilo en
tolueno. A continuacioén, se agregaron 14_,6 g (0,128 mmol) de butirato de vinilo,
5,07 g (0,128 mol) de piriding, 7,89 g (0,064 mol) de &cido benzoico y 2,19 g de
una enzima inmovilizada (Novozym 435) en la mezcla anterior. La mezcla de
reaccion se dejé calentar hasta 60°C y se agitdé durante 15 horas en una ligera
coriente de nitrégeno y se detuvo la agitacién. Se filtré la enzima de la-mezcla de
reaccion con un embudo de Kiriyama, y se lavé con 50 g de tolueno. La capa de
tolueno combinada se lavé dos veces con agua (255 ml, 265 ml) y'sa concentrd
para obtener 14,9 g de sal butirato del éacido (R)-5-ciano-2-{dimetilamino—{4'-
fluorofenil)-hidroxibutiljbencil benzoico.

A una mezcla de 40 g de sal butirato del &dcido (R)}-5-ciano-2-
[dimetilamino—(4'—fiuorofenil)}-hidroxibutiijbencil benzoico (7,48 mmol), 40 ml de
agua y 40 mi de tolueno se agregaron 1,26 g de 30 % de hidréxido de sodio (9,45
mol) agitando, la mezcia se mantuvo con agitacién durante 30 minutos. Luego de
agitar, la mezcla se dejé reposar y se separd la capa de tolueno. La capa de
tolueno se lavd con 40 ml de agua y se concentrd a 40 “C a presion reducida, a fin
de obtener 2,7 g de butirato de (R)-5-ciano—2-{dimetilamino—(4'-fluorofenil)-
hidroxibutiljbencilo.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 5 (ppm): 7.69 (1H, s), 7.68-7.56 (2H, m), 7.36~
7.23 (2H, m), 7.02-6.90 (2H, m), 5.41 (1H, d, J = 14.9 Hz), 499 (1H, d, J = 146
Hz), 2.59-2.42 (1H, m), 2.40-2.30 (3H, m),02.26 (2H, dt, J= 7.3 Hz, 1.5 Hz), 2.18

(6H, s), 1.68-1.57 (2H, m), 1.67-1.46 (2H, m), 0.93 (3H, t, J = 7.6 Hz).
Ejemplo 42
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Oxalatb de escitalopram

Se disolvié (S}—4~{4-dimetitamino)—1—(4 —fluorofenil}—1—hidroxibutil}-3—
hidroximetilbenzonitrilo (15,8 g, 46,2 mmol) que tenia una pureza quimica de 99 %
y un ee de 98,7 % tal como se determiné por medio de la cromatografia liquida
supercritica quiral en tolueno (100 ml). Se agregé trietilamina (13,0 ml, 93,2 mmol)
seguido por una lenta adicion de una solucidén de cloruro de tosilo (9,4 g, 49,4
mmol) en tolueno (100 mi). La solucién resultante se agité a temperatura
- ambiente durante 20 min., luego se agregaron agua (50 ml) y amonfaco
concentrado (25 mi). La mezcla se agité a 45 °C durante 2 min, se transfirié a un
embudo de separacion. Las fases se separaron y la fase orgénica se lavé con
agua (50 ml), se sect con MgSO,, se filtrd y se concentrd a presién reducida para
obtener el producto crudo (14,2 g) con un rendimiento del 85 %.

El producto crudo se disolvié en etanol (17 ml) y se adicion6 una solucién
de &cido oxélico (3,85'g, 43,9 mmol) en etanol (27 ml). El precipitado se recogid
por filtracidén para obtener oxalato de Escitalopram (14,0 g), el cual se recristalizd
a partir de etanol (85 ml) para obtener el producto final (12,2 g). Se determiné que
la pureza por HPLC era de 99,65 %. El ee era de 98,5 % determinado por
cromatografia liquida supercritica quiral.



-91- .
A&
REIVINDICACIONES
Habiendo asi descripto y determinado la naturaleza de la presente

invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se declara
reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un método para la preparacion del enantiémero R o S de un diol que tiene
_la férmula .

Hal an

donde R es ciano o un grnupo que puede convertirse a un grupo ciano, Z es
un grupo -CH>-N(R'R™) donde R’ y R™ son alquile Cie, 0 R" y R™ estén
conectados entre sl para formar una estructura ciclica incluyendo el 4tomo N al
cual estdn unido, o Z es un grupo que puede convertirse a un grupo
dimetilaminometilo, la llnea punteada representa un enlace doble o simple y Hal

es halégeno o una sal del mismo, y/o el enantiémero opuesto de un diol acilado
que tiene la formula
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donde R, Z, la linea punteada y Hal son tal como se definieron
anteriorments, W es O 0 S, y R* es ~Y-R!, donde R’ es alquilo C1.10, alquenilo C.
10 0 alquinilo Ca.1qtodos los cuales pueden aestar opcionalmente sustituidos una o
més veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cy.1g, alquiltio Cy.4g,
hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.1p, di~(alquil Ci.40)aming,
arilo, ariloxi, ariltio y heteroarilo, o R! es ari.lo; en donde cualquiera de los grupos
arilo y heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alquilo Cy.1g, alquenilo Ca.4p, alquinilo Cz.10,
alcoxi Ci-0, alquiitio Cy40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino C,.
10y di<{alquil Cy.10)amino e Y es un enlace, O, S o NH, o una sal del mismo, que
comprende
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a) someter un compuesto racémico de formula

donde R, Z la linea punteada y Hal son tal como se definieron
anteriormente, para la acilacién enzimética selectiva utilizando un agente acilante
que tiene la férmula

15 G S

(Tib) (iic)

o un isocianato que tiene la fSrmula R'-N=C=0 o un isotiocianato que tiene
la f6rmula R'-N=C=S§;

donde XesOo S; Wes00S; Ues 008, V es halégeno;
R® es alquilo Ci.10, alquenilo Ca.1 0 alquinilo Ca10 todos los cuales pueden

estar opcionalmente sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados

a partir de alcoxi Cy.1p, alquiltio Cy.40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,
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alquitamino Cy.y0, di~(alquil C1.10)amino, arilo; ariloxi, ariltio y heteroarilo, o R® es
arilo, donde cualquiera de los grupos arilo y heteroariio pueden estar
opcionaimente sustituidos una o més veé_es con sustituyenes seleccionados a
partir de alquilo Cy.49, alquenilo Caqo, alquinilo Caqp, alcoxi Cy.4p, alquiltio Ci.1o,
hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.4oy di<{alquil C,.40)amino;

R' es como se defini6 para R

R2 es como se definié para R®, o R? es un grupo saliente apropiado;

o Ry R! juntos forman una cadena de 3 a 5 dtomos de carbono;
siempre que W y U no sean S cuando X es S; para formar una mezcla del
material de partida de la férmula (ll) en cualquier forma R oS y el enantiSmero
opuesto de un compuesto ;que tiene la formula

en donde R, W, Hal, R?, la linea punteada y Z son como se definieron
anteriormente; o
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b) someter una compuesto racémico-de fdrmula

Hal W)

en donde R, Z, W, Hal la linea punteada y R® son como se definieron

anteriormente, para desacilacion enzimético selectiva para formar una mezcla de
un compuesto deacilado de formula

en donde R, Hal, la linea punteada y Z son como se definieron
anteriomente en cualquier forma R o S y el material de partida acilado de la
férmuta (IV) en la forma del enantiémero opuesto,

opcionalmente seguido de, en cualquier orden, aislamiento del enantiémero

S o R del compuesto de férmula (il) y/o el enantibmero opuesto del compuesto de



férmula (V) o una sal del mismo.

2, El método de acuerdo con la reivindicacién 1 a).

3.  Elmétodo de acuerdo con la reivinc!ié_acién 1b).

4, El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde
la acilacibn del compuesto-de férmula (Jl) da por resultado una mezcla que
contiene el compuesto de férmula (ll) en lg forma S y el compuesto de férmula
(V) en laforma R. |

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde
la acilacion del compuesto de fGrmula {ll) da por resultado una mezcla del
compuesto de férmula (li) en la forma R y el compuest;a de férmula (IV) en la
forma S. :

6. E! método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, en
donde la desacilacién del compuesto de férmula (IV) da por resultado una mezcla
que contiene el compuesto de formula (IV) en la forma S y el compuesto de
formula (ll) en la forma R.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, en
dondo la desacilacién del compuesto de férmula (IV) da por resultado una mezcla
que contiene el compuesto de formula (IV) en la foma R y el compuesto de
formula (Il) en la forma S.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde
Hal es flior y R es haldgeno o ciano, se prefiere que R sea ciano.

9, El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en donde
la linea punteada representa un enlace simple.

10.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde
y Z es dimetilaminometilo o un grupo que puede convertirse a un grupo
dimetilaminometilo, se prefiere que Z sea un grupo dimetilaminometilo.

11.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, 4-5 y 8-
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10 en donde el agente acilante es un compuesto seleccionado de los compuestos
de f6rmula (llla), (11Ib) y (llic).

12. El método de acuerdo con la reivin&iéacibn 11 en donde el agente acilante
es un compuesto seleccionado de los compu.estos de férmula (liia) y (liiib).

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 12 en donde el agente acilante
@s un compuesto de formula (llla). _

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 12 en donde el agente acilante
es un compuesto de férmula (lilb).

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 11 en donde el agents acilante
@s un compuesto de férmula (llic).

16. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13 en

donde U es O.

17. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13 en
donde W es O. ' |
18.  El método de acuerdo con las reivindicaciones 11-17 en dorde X es O,

19. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-18 en
donde R% R'! y R? se seleccionan independientemente de alquilo Cy, alquenilo
C24Y alquinilo Ca4 todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o
més veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cq4, alquiltio Cy,
hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ciy di<{alquil Cy.)amino o R?
es un grupo saliente apropiado, tal como succinimidilo, HOBt y pfp o R° y R!
forman juntos una cadena de 3—S5 4tomos de carbono.

20. El método de acuerdo con la reivindicacién 19 en donde R, R' y R? se
seleccionan independientemente de alquilo Cya, alquenilo Ca3 y alquinilo Caa
todos los cuales pueden estar opcionaimente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Cia, alquiltio Cis, hidroxi,

halbégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.sy di-{alquil C‘;m)amino.
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21.  El método de acuerdo con la reivindicacidn 20 en donde R? y R son alquilo
Ciay R? es alquilo Cygsustituido una o més veces con halégeno o R? es alquenilo
Cas -

22. El método de acuerdo con la reivindicacién 13 en donde R® y R! se
seleccionan independientemente de alquilo Ci4, alquenilo Ca4 y alquinilo Ca.
qtodos {0s cuales pueden estar opcionaimente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de - alcoxi Cis, alquilio Cre, hidrox,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.4y di(alquil C14)amino.

23. El método de acuerdo con la reivindicacién 22 en donde R® y R' se
seleccionan independientemente de alquilo Cis, alquenilo Ca3 y alquinilo Cas
todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més vecaes con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxd Cqys, alquiltio Cis, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino C;.sy di<(alquil Ci-a)amino.

24.  El método de acuerdo con la reivindicacién 22 en donde R® y R son alquilo
Cis

25. El método de la reivindicacién 24 en donds R y R' son alquilo Cia,
conveniente-metilo, etilo o propilo, se prefiere propilo.

26. El método de la reivindicacion 14 en donde R' y R? se seleccionan
indepandientemente de alquilo Cs, alquenilo Ca4y alquinilo C2.4odos los cuales
pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con sustituyentes
seleccionados a partir de Ci-alcaxi, Ci4-alquiltio, hidroxi, halégeno, amino,
nitro, ciano, Ci-alquilamino y di{Ci-alquillamino o R* es otro grupo saliente
apropiado, tal como succinimidilo, HOBt y pfp.

27. El método de la reivindicacién 26 en donde R' se selecciona de Ci.s
alquilo, Ca.s-alquenilo y Cay-alquinilo todos los cuales pueden estar opcionalmente
sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi

Cia, alquiltio Cy, hidroxi, halbégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci y di-



(alquil Cy.s)amino y R? es alquilo Csustituido una o mas veces con halégeno o
R? es alquenilo Cou.

28. El método de acuerdo con la reivind_i'qacién 27 en donde R’ se selecciona
de alquilo C1..3, alquenilo Cas y alquinilo Ca3 todos los cuales pueden estar
opcionalmente sustituidos una o mas veces con sustitu-yentes seleccionados a
partir de alcoxi C1., lquiltio C4.3, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, Iquilamino
Ciay di<{alquil Cy.s)amino y R? es alquilo i‘:.'_gsustitmdo una 0 MAs veces con
halégeno o R? es alquenilo Caa3-

29. El método de la reivindicacion 27 en donde R es Ci.y-alquilo.

30. El método de acuerdo con la reivindicacién 29 en donde R’ es alquilo Cy.,
tal como metilo, etilo o propilo y Gia-alquilo sustituido una 0 méas veces con
halégeno y R? es alquenilo Cas. ' |

31. Elmétodo de acuerdo con la reivindicacion 30 donde R? es vinilo.

32. Elmétodo de acuerdo con la reivindicacién 31 en donde R es propilo.

33. El método de acuerdo con la reivindicacién 15 en donde R' s alquilo Cy.,
alquenilo Cay y alquinilo Cay todos los cuales pueden estar opcionalmente
sustituidos una 0 més veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi
Ci«. alquilio Ci4, hidroxi, halégeno, amino, nilro, ciano, alquilamino Ci4y di-
(ailquil Ci«)amino.

34. El método de acuerdo con la reivindicacién 33 en donde R' es -alquilo Cy.s,
-alquenilo Cz3 y alquinilo Czatodos los cuales pueden estar opcionalmente
sustituidos una 0 mas veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi
Cis, alquiltio Ci4, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy3 y di-
(alquil) Cs.samino.

35. El método de acuerdo con la reivindicacién 34 en donde R! es alquilo Cy.s,
alquenilo Cz.3 0 alquinilo C,a, se prefiere q|:|a R' sea alquilo Cy.s, tal como metilo,
etilo o propilo, se prefiere propilo.
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36. El método de acuerdo con walduiera de las reivindicaciones 1-2, 4-5 y 8-
10 en- donde el agente acilante es un isocianato de férmula R'-N=C=0 o un
isotiocianato de la férmula R'-N=C=S. g

37. El método de acuerdo con la reivindicacién 36 en donde el agente acilante
es un isotiocianato de la fdrmula R'-N=C=S.

38. El método de acuerdo con la reivindicacién 36 en donde el reactivo acilante
es un isocianato de la férmula R'-N=C=0.

39. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 36-38 en
donde R' es alquilo Ci4, alquenilo Ca4 0 alquinilo cz.gtodo.s los cuales pueden
estar opcionalmente sustituidos una 0 més veces con sustituyentes seleccionados
a partir da alcoxi Ci4, alquilio Cs, hidroxi, haiégeno, amino, nitro, ciano,
' alquilamino Ci4Y di<{alquil C1.4)amino.

40. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 39 donde R' °
es alquilo Ci3, alquenilo' C23 o alquinilo Castodos los cuales pueden estar
opcionalmente sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados a
partir de alcoxd C.3, alquiltio Cis, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino C43 y di~{alquil C3)amino.

41. El método de acuerdo con la reivindicacién 40 en donde R’ es alquilo Cy.3,
alquenilo C23 0 alquinilo Cas.

42. El método de la reivindicacién 41 en donde R' es metilo, efilo o propilo, se
prefiere propilo.

43. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 3y 6-10 en
donde el compuesto racémico de férmula (IV) utilizado es un compuesto donde Y
es 0,08,

44, El mélodo de acuerdo con la reivindicacién 43 en donde el compueso
racémico de férmula (IV) es un compuesto donde Y es O.

45, El método de acuerdo con la reivindicacion 43 en donde el compuesto



-101 -

oS

racémico de férmula (IV) utilizado es un compuesto donde Y es S.

46. E! método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 3y 6-10 en
donde el compuesto racémico de formula (IV) utilizado es un compuesto donde Y
@s un eniace.

47. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 3y 6-10 en
donde el compuesto racémico de férmula (IV) utilizado es un compuesto donde Y
es NH. '

48. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 43-47 en
donde donde R' es alquilo Cy.10, alquenilo Ca.10 0 -alquinilo Ca1o todos los cuales
pueden estar opcionalmente sustituidos una o mas veces con sustituyentes
seleccionados a partir de alcoxi Cy.0, alquiltio Cy.40, hidroxi, halégeno, amino,
nitro, ciano, alquilamino Cy.4o, di<{alquil C¢.10) amino.

49. El método de acuerdo con la reivindicacién 48 en donde R' es alquilo-Cq.10,
alquenilo Caz.40 0 alquinilo Caqo todos los cuales pueden estar opcionalmente
-sustituidos uha o més veces con sustituyentes seleccionados de hidroxd,
halégeno, amino, nitro y ciano. _

50. Elmétodo de acuerdo con la reivindicacién 49 en donde R! es Cyg-alquilo.
51. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, 45 y 8-
42 donde la acilacién enzimética se lleva a cabo con una hidrolasa, tal como una
lipasa, una esterasa, una acilasa o una proteasa.

52. El método de acuerdo con cualquiera de Ias.reivindicadones 1,3,6-10 y
40-50 donde la desacilacion enzimética se lleva a cabo con una hidrolasa, tal
como una lipasa, una esterasa, una acilasa o una proteasa.

53. E! método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 51-52 en
donde la hidrolasa se utiliza en la forma de una enzima inmovilizada o enzimas

cristalizadas y reticuladas (CLEC).

54. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 51-53 en



-102- /(_?Q’

donde la enzima utilizada se selecciona de lipoprotéina lipasa de Pseudomonas
sp., lipasa B de Candida antartica y lipasa de Thermomyces lanuginosus o un
mutante o variante de estas enzir;\as. '

§5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 51-54 en
donde la enzima es la lipoprotéina lipasa de Pseudomonas sp. o un mutante o
una variante de la lipoprotéina lipasa de Pseudomonas sp.

56. El método de acuerdo con la reivindicacién 55 en donde la enzima utilizada
es la lipoprotéina lipasa de Pseudomonas sp.

57. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 51-54 en
donde la enzima es |a lipasa B de Candida antartica o un mutante o variante de la
lipasa B de Candida antartica.

58. El método de acuerdo con la reivindicacién 57 en donde la enzima es
lipasa B de Candida antartica. '

59. El método de acuerdo con la reivindicacién 58 en donde la enzima es
Novozyme®435. '

60. E! método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 51-54 en
donde la enzima es la lipasa de Thermomyces lanuginosus o un mutante o
variante de a lipasa de Thermomycas lanuginosus.

61. El método de acuerdo con la reivindicacién 60 en donde la enzima es la
lipasa de Thermomyces lanuginosus.

62. El método de acuerdo con la reivindicacién 61 en donde la enzima es la
Lypozyme™ TLIM.

63. Elmétodo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-82 en donds
la acilacion enzimética o la desacilacién enzimética se lleva a cabo en presencia
de una base orgénica o un écido orgénico o una mezcla de los mismos.

64. El método de acuerdo con la reivindicacibn 63 en donde la acilacién

enzimética o la desacilacién enzimética se lleva a cabo en presencia de un écido
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organico.

65. El mélodo de acuerdo con la reivindicacion 64 en donde la acilacién
enzimética se lleva a cabo en presencia de un écido orgénico.

66. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 64-65 en
donde el 4cido orgénico es un acido carboxilico aromético o un écido carboxflico
alifético. _ ‘

67. El método de acuerdo con cualquiera' de las reivindicaciones 63-66 en
donde el &cido orgénico se selecciona del dcido n-propionico, #cido iso-
propionico, écido n-butirico, écido iso-butirico, écido iso-valerico, 4cido 2-
etilbutirico, écido ciclohexancarboxilico, écido pivalico, 4cido benzoico, cido p-
toluico, écido salicilico y dcido 3-fenilpropiénico.

68. E! método de acuerdo con la reivindicacién 67 en donde el Acido orgénico

es acido pivalico.

69. El enantibmerc S o R de un compuesto que tiene la férmula (IV).

w)

donde R es ciano o un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, Z es
un grupo —CH2-N(R'R™) donde R* y R™ son alquilo Cis, 0 R y R™ estin
conectados entre si para formar una estruciura ciclica que incluye el N-&tomo al

cual estdn unidos, o Z es un grupo que puede convertirse a un grupo
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dimetilaminometilo, Hal es halégeno, W es O o S, Ia linea punteada representa un
enlace doble o simple, R? es —Y-R!, donde R' es alquilo C1.10, alquenilo Cz.40 0
alquinilo Cx.qotodos los cuales pueden ser qbcionalmenle sustituidos una 0 més
veces con susfituyentes seleccionados de alcoxi Cy.qp, alquiltio Ci.q0, hidroxi,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquitamino C.1o, di-{alquil C1.y0)amino, arilo, ariloxi,
ariitio y heteroarilo, o R' es arilo, donde cualquiera de los grupos arilo y
heteroarilo puede estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados de alquilo Cy.10, alquenilo Ca.40, alquinilo Ca.4p, alcoxi
C1-10, alquiltio Cy40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, aelquilamino Ci.qy di-
(alquil Cy.10)amino 8 Y es un enlace, O, S o NH, o una sal del mismo.

70. El enantibmero de acuerdo con la reivindicacién 69 en donde Hal es fidor,
R es halégeno o ciano, se prefiere que R sea ciano. ‘

71.  El enantibmero de acuerdo con cualquiera de Ias.reivindicaciones 69-70 en
donde la linea punteada representa un enlace simple.

72. El enantibmero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 70-71

donde Z es dimetilaminometilo o un grupo que puede convertirse a un grupo
dimetilaminometilo, se prefiere que Z sea dimetilaminometilo.

73. El enantidmero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6§9-72
dondeYes O o0 S.

74. El enantibmero de acuerdo con la reivindicacién 73 en donde Y es O.

75.  El enantibmero de acuerdo con la reivindicacion 73 en dornde Y es S.

76. El enantibmero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 69-72
donde Y es un enlace. |

77. El enantibmero de acuerdo con cuaiquiera de las reivindicaciones 69 — 72
donde Y es NH.

78,  El enantibmero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 69 — 72

donde R' es alquilo Ci, alquenilo Ca4y alquinilo Ca4 todos los cuales pusden
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estar opcionalmente sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados
a partir de alcoxi Ci4, alquilio Ci4, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino Ci.s y di<{alquil C14)amino. X

79.  Elenantiémero de acuerdo con la reivindicacién 78 donde R' es alquilo Cy.
a, alquenilo Caa y alquinilo Ca3 todos los cuales’pueden estar opcionalmente
sustituidos una 0 més veces con sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi C;.
s, alquiltio Cq.s, hidroxi, haldégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy3 y di-(alquil
Cia)amino.

80. El enantiémero de acuerdo con la reivindicacién 79 donde R' es alquilo Cy.».

81. El enantidmero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 69 — 77
donde R s alquilo Ci.1o, alquenilo Ca.10 0 alquinilo Ca.10todos los cuales pueden
- estar opcionalmente sustituidos una o0 més veces con sustituyentes seleccionados
a partir de alcoxi Ci40, alquiltio Cy.40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano,
alquilamino Cy.s, diH{alquil C4.10)amino.

82. El enantibmero de acuerdo con la reivindicacién 81 donde R es alquilo C;.
10, alquenilo C240 0 alquinilo Ca40 todos los cuales pueden estar opcionalments
sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados a partir de hidroxi,
halégeno, amino, nitro y ciano. _

83. El enantiémero de acuerdo con la reivindicacién 82 donde R* es alquilo C;.
10, preferentemente alquilo C4.40 N0 ramificado.

84. Un método para el aislamiento y la purificacién del compuesto que tiene la
férmula
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donde R es ciano, o un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, la
linea punteada es un enlace doble o simple Hal es halégeno, y Z es un grupo —
CH-N(R'R™") donde R’y R™ son alquilo Cy.s, © R y R estin conectados entre
si para formar una estructura ciclica que incluye el N-4tomo al cual estan unidos,
0 Z es un grupo que puede convertirse a un grupo dimetilaminometilo, W es O o
S y R? es -Y-R' donde Y es un enlacs, O, S 0 NH y R! es alquilo C;.1o, alquenilo
C2.10 0 alquinilo Ca1otodos los cuales pueden ser opcionalmente sustituidos una o
més veces con sustituyentes seleccionados de alcoxi Ci.1g, alquiltio Cy.1o, hidroxi,
~ hal6geno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.1o, di(alquil Cs.10)amino, arilo, arilox,
arilio y heteroarilo, o R' es arilo, donde cualquiera de los grupos arilo y
heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes selaeccionados de alquilo Ci-19, alqguenilo Cz.10, alquinilo Cz.10, alcoxi
C1.10, alquiltio Cq.10, hidroxi, hal6geno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.0y di-

{alquil Cy.4p)amino, o una sal de los mismos y/o el diol de férmula



-107 - : /C\{b

donde R, Z, Hal y la linea punteada son como sa definieron anteriormente o
una sal de-los mismos, a partir de una mezcla que contiene el compuesto de
Férmula (IV) y el diol de férmula (lI), que comprende:

a) tratar dicha mezcla que contiene el compuesto de férmula {IV) y el diol de .
férmula (1l) en una mezcla de agua y un solvente orgéanico en presencia de un
dcido;

b) separar la fase acuosa que contiene el diol de férmula (1) como una sal de
dicho 4cido de la fase orgénica para obtener una fase organica que contiene el
compuesto de formula (IV) como una sal de dicho écido; y

opcionaimente aisiar el compuesto de férmula (li) como la base o como una
sal del mismo, y opcionalmente aislar el compuesto de férmula ([V} como la base
0 una sal del mismo.

85. El método de acuerdo con la reivindicacion 84 en donde el enantiémero S
del diol de formula (i) se separa del enantibmero R del derivado de acilo de
formuia (IV).

86. El método de acuerdo con la reivindicacion 84 en donde el enantiémero S
del derivado de acilo de férmula (IV) se separa del enantimero R del diol de

formula (H).

87. El método de acuerdo con las reivindicaciones 84-86 en donde la mezcla
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del enantidmero R o S de un derivado de acilo de formula (IV) y el enantibmero
opuesto de un diol de férmula (ll) utilizado en el paso a) ha sido preparado de

acuerdo con el método en las reivindicaciones 1-62.

88. Un método para el aistamiento y purificacion del derivado de acilo que tiene
la formula

donde R es ciano o un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, Hal
es halégeno, la linea punteada representa un enlace doble o simple, Z es un
grupo -CH2-N(R'R"") donde R" y R™" son -alquilo C1s, 0 R" y R" estén conectados
entre si para formar una estructura ciclica que incluye el 4omo N al cual estén
unidos, o Z es un grupo que puede convertirse a un grupo dimetilaminometilo, W
es O 0 S; y R® es -Y-R! donde Y es un enlace, O, S o NH y R es alquilo Cy.1q,
alquenilo Ca40 o alquinilo Cz10 todos los cuales pueden ser opcionalmente
sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados de -alcoxi Ci.qo,
alquiltio Ciy.40, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciam;, Iquilamino Cj.o, di-
(alquil)amino Ci.10, arilo, arilox, arilic y heteroarilo, 0 R' es arilo, donds
cualquiera de los grupos arilo y heteroarilo pueden estar opcionaimente
sustituidos una o més veces con sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.go, -

alquenilo Cz.4e, alquinilo Cz4o, alcoxd Cy.io, alquiltio Ciqe, hidroxi, halégeno,
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amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.10 y di{alquil Cy.0)amino, o una sal de los
mismos.

y/o el diol de formula

donde R, Hal, Z y la linea punteada son como se definieron anteriormente,
a partir de una mezcla que contiene el derivado de acilo de formula (IV) y el diol
de férmula (li), que comprende: '

a) tratar dicha mezcia que contiene el derivado de acilo de férmula (IV) y el
diol de férmula (lI) en una mezcla de agua, un solvente orgénico prético y un
solvente orgénico a?olar,

b) separar la fase acuosa que contiene el diol de férmula (Il), de la fase
organica para obtener una fase organica que contiene el derivado de acilo de
férmula (IV); y

aislar opcionalmente el diol de férmula (lI) y/o el compuesto de férmula (IV)

de la fase acuosa / orgénica, y opcionalmente la conversién del compuesto de
férmula (1I) y/o (V) a una sal del mismo.
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89. El método de acuerdo con la reivinﬁicacién 88 en donde el S-diol del diol de
férmula (ll) se separa del enantibmero R del derivado de acilo de formula (IV).

90. El método de acuerdo con la reivindicacién 88 en donde el enantibmero S
del derivado de acilo de formula (IV) se separa de! enantibmero R del diol de
férmula (11).

91. El método de acuerdo con las reivindicaciones 88 — 90 donde la mezcla del
enantiSmero R 0 S de un compuesto de férmula (IV) y el enantidmero opuesto de
un compuesto de férmula (Il) utilizado en el paso a) ha sido preparado de acuerdo
con el método en las reivindicaciones 1-62.

92. Un proceso para la preparacion de escitalopram que tiene la férmula

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende la
preparacion del enantiGmero S de un diol que tiene la fdrmula
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Hal (Ds)

en donde R es ciano o un grupo que puede convetirse a un grupo ciano, la -
linea punteada representa un enlace doble o simple, Z es un gupo
dimetilaminometilo o un grupo que puede convetirse a un grupo
dimetilaminometilo y Hal es halégeno, o una sal del mismo,

o el enantidmaro S de un diol acilado que tiene la formula

Hal (LVs)

donde R, Z, la linea punteada y Hal son como se definieron anteriorments,

Wes 00 S, yR es -Y-R!, donde R! es alquilo Cy.10, alqueniio C2.100 alquiniio Cz.
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1o todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o mas veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxd Ci.qo, -alquiltio Cs-10, hidrox,
halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.10, di<(alquil Cy-10)amino, arilo, arilox,
aritio y heteroarilo, o R' es arilo; en donde cualquiera de los grupos arilo y
‘hetercarilo pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alquilo Cs.10, alquenilo Ca.4p, alquinilo Ca.o,
alcoxi Cy.1g, alquiltio Cy.10, hidroxd, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino C;.
1oy di<{-alquil Cys0)amino @ Y es un enlace, O, S o NH, o una sal del mismo,
mediante el método en cualquiera de las reivindicaciones 1-62, seguido
opcionalmente de, en cualquier orden, la conversion del grupo R a un grupo
ciano, la conversién del grupo Z a un grupo dimetilaminometilo, la reduccién de un
enlace doble representado por la linea punhteada a un enlace. simple y/o la
conversién del grupo Hal en un grupo fidor y luego el cierre del anillo en
condiciones bésicas del enantiGmero S de férmula (lis) o (IVs) o un derivado de

éster 14bil del mismo para formar un compuesto de férmula

Hal 42

seguido por en cualquier orden; si R no es ciano la conversién del grupo R
en un grupo ciano, si Z no es dimetilaminometilo la conversién del grupo Z en un

grupo dimetilaminometilo, si la linea punteada representa la reduccién de un
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enlace doble en un enlace simple y st Hal-no es fidor, la conversion de Hal en un
grupo flGor, seguido del aislamiento de escitalopram o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

93. El método de acuerdo con la reivindicacion 92 en donde la mezcla del
enantiomero R 0 S de un compuesto de formula (ll) y el enantiGmero opuesto del
compuesto de formula (IV) obtenido mediante la acilacién enzimética ha sido
separado uno de otro mediante el proceso de aislamiento y purificacién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 84-87.

94, El método de acuerdo con la reivindicacién 92 en donde el enantiomero R o
S de un compuesto de frmula (II) y el enantiémero opuesto del compuesto de
formula (IV) obtenido mediante la acilacién enzimética ha sido separado uno de
otro mediante el proceso de aislamiento y purificacién de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 88 — 91.

95. Un método para la preparacion de citalopram racémico y/o escitalopram o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende la preparacion
del enantiémero R de un diol que tiene la férmula

(I)

en donde R es ciano o un grupo que puede convertirse a un grupo ciano, la

linea punteada representa un enalce doble o simple y Z es un grupo



dimetilaminometilo o un grupo que puede convertrse a un grupo
dimetilaminomatilo y Hal es halégeno, o una sal del mismo,

o0 el enantiémero R de un diol acilado que tiene la férmula

0 R
R
o
.-‘\z
Hal IV}

en donde R, Z, 1a linea punfeada son como se definieron anteriormente, W
es00S, y R® es-Y-R!, donde R' es alquilo Cy.10, alquenilo Ca.100 alquinilo Cz10
todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados a partir de alcoxi Ci.i0, alquiltio Ci.40, hidroxi,
halbégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Ci.1, di-{alquil Cy.10)amino, arilo, ariloxi,
ariitio y heteroarilo, 0 R' es arilo, donde cualquiera de los grupos arilo y
heteroarilo pueden estar opcionalmente sustituidos una o més veces con
sustituyentes seleccionados de alquilo Cy.49, alquenilo Ca4p, alquinilo Ca.40, alcoxi
Ci.10, alquiltio Cy.10, hidroxi, halégeno, amino, nitro, ciano, alquilamino Cy.o y di-
(alquil Cy.10)amino y Y es un enlace, O, S o NH o una sal del mismo, mediante el
método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-62, seguido
opcionalmente de, en cualquier orden, la conversidn del grupo R a un grupo
ciano, la reduccion de un enlace doble representado por la iinea punteada a un

enlace simple, la conversion del grupo Z a un grupo dimetilaminometilo, y/o la
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conversién del gruo Hal en un grupo fiGor y luego el cierme del anillo en
condiciones écidas del enantidmero R de férmula (iir) o (IVs) para formar una
mezcla del anantibmero del compuesto de formula

Hal W

y una menor cantidad del enantibmero R comrespondiente, seguido de, en
cualquier orden; si R no es ciano |a conversion del grupo R en un grupo ciano, si
Z no es dimetilaminometiio la conversion del grupo Z en un grupo
dimetilaminometilo, si la linea punteada representa la reduccién de un eniace
doble en un enlace simple y si Hal no es fidor, la conversién de Hal en un grupo
flGor, seguido del aislamiento de escitalopram y/o citalopram racémico o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

96, El método de acuerdo con la reivindicacion 95 .en donde el citalopram
racémico se aisla mediante precipitacién de la base libre del citalopram racémico
o una sal del mismo y el escitalopram se recupera del agua madre de la
precipitacién.

97. El método de acuerdo con la reivindicacién 95 en donde la mezcla del
enantibmero R o S de un compuesto de férmula (ll) y el enantibmero opussto del
compuesto de f&rmula (IV) obtenido mediante la acilacidn enzimética ha sido

separado uno de otro mediante el proceso de aislamiento y purificacion de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 84 — B7,
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98. El método de acuerdo con la reivindicacion 95 en donde el enantibmero R o
S de un compuesto de férmula (ll) y el enantimero opuesto del compuesto de
formula (IV) obtenido mediante la acilacion enzimética ha sido separado uno de

otro mediante el proceso de aislamiento y purificacién de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 88 — 91.

p.: H. LUNDBECK A/S
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RESUMEN

La presente invencién se refiere a un método nuevo para la preparacién de
intermedios diol Utiles para la preparacién de escitalopram que involucra la

acilacién o desacilacién enzimética selectiva.
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Copenhagen, DENMARK
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lo dispuesto en ol parigrafo 1° del Articulo 543 del Cddigo de 23555; at Carrern 4* N* 72-35, Colombla, the
Comerclo, el primarc como princlpal y loa demds como first as principal and the others as alternates, in the order of

suplentes, en au orden, como mis (nuestros) representantss en their appointment, as our representatives for all industrial
los sasuntos de propledad industrial con facultad pam Pro matters with faculty to recelve notifications and to

_ recibir notificaciones y nombrar apodsrados judiciales o appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall
gulh:hln. El primer representante suplente reemplazaré al nglnu the principal in case of his absence or of temporal or
rincipal ta o ptglmu\

}
J im
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108.‘-} tercero dugundcl:. Enm moa,pcl representante hun,ubothofthnu:\,ucmd.lnmchm, the principal

-” principal, o el piimero, o segundo suplents, en s casd, 0 imbos, répresentative, or the first or second alternates In thelr tumn, or

* ‘declararin su Inteficlén de no ejercer la representacién h;, of them, shall state their intentlon not to act as
+ 1+ midiante decliraclén autenticada Notarlo Piiblico an e ves through a declaration given before a Notary
Coloinbla, o por Notarlo u gtro Fi nario Piiblico, o Cénsul Public in Colombia, or before a Notary or anothar Public Officlal
de*Colombia, en €l extranjero; y o se tratare de impediments, or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the

con of certifieado vo. S alguno de los nombradoe faltere lpprogllh cortificate shill suffice. If any of the appointees
definitivaments, eLslgulente tomark su . Cuandlo cesare Ia - waere to be definitely abeent, the following alternate take
susencla 0 impedimento del represan pﬂncll'ﬂ:.l, o de su his place. When the absence or impediment of the l;:erl:-ucipnl
primero o segundo ‘suplentes, en su caso, podrin sjercer la representative, or of the first or second alternate in their turn
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ugmm“mllndoh per el solo de ejercerla, mmdmo en ese byﬂleprhdmﬂrIEnrmddhm.ﬁdepeMn{gn case,
momento ¢l ejercicio de la representacién por el primero, and the mere fact or it exercise will suffice. The exercise of the
segundo o tercar suplente en su caso. representation by the first, second or third alternates in their
T turn shall end at such ime.
Ademés, conflero {conferimos) poder a los sbogados arriba
nombrados, .Obtener la proteccidn de mi (nuestre) In addition, we grant & Power of Attorney in favor of the
propiedad Industrial y contra la competencia desleal, a cuyo above-named attorneys-at-law so that they mnr obtain the
efecto gutorizo (amos) a los dichos apoderados para que me protection of my industrial against the
{nos) Tepresenten ante cualesquiera entidades o personas, unfair compatition, Jo ‘purpose I (we) authorize the said
sjerzan o no ]urlnm:nmh ante las del orden attorneys pre g:!onm authorities or persons,
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s tribunales de arbliramento, en todo ko concernlante a los twell as before
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registro de licencies de uso de esos derechos; b) Les acciones de ) Actlons of
competencia dealeal, teccidn del consumidor, o u 10 itions or
observaciones, cancelacién administrativa-y jud nulidad, lation, nullity,
medidas cautelares, concesién -de licenclas, la tutels, la g Enlalichi - for writ
de secretos indusiriiles;'y en general los julclos e profaction of trade secrets, in general the
dviles, penales, administrativos o conteriéiosc-administrativoa d administrative sults relat to those rights;

relacionados con estos derechos; acclones y procesos que actions and

institued by me (us) or, nst me (us}. And

PrOmMOVAIGS O s¢ Nos promuevan .Y para que en todos that in all the above mattars they may substitute this Power of
asuntos arriba determinados, puedan. sustituir este mandato, Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the case,
trlnslglr, conciller, admitir los hechos-del proceso, deslstir, desist, ‘cancel, recelve, realgn, and mtify actc done by
uﬁm r, recibir, renunclar, y retificar ‘los actos de agentes representutives without a power of attorney.

oficiosoe.

Given and signed this/Dado y firmado hoy'
11 June 1998 .

in/en __Copenhogen

CAVELIER ABOGADOS
WPPODERE-1 (MINUTA N° 12.1.1.2.5)
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$0100-02364/98 200.00 K



LEGALIZACION - LEGALIZATION

El Sefior Cénsul de Colombia debe expedir un «m'ﬁmb ' 'I'hnColnmbllCmulmuatI-uclm

consular sobre (1) la existencia legal de la com the ", legal existence Yy W ‘
sl poder, Q) ( fsta eferce su..objeto udar". Powct'&i—Momq t!ut lt f"'.ém siercise of
personas que ol poder ‘ntlnmmindupnn___ mmp-nygupuqu_ndﬂ)thntthepmmwhomh
este ofecto- les-40 W@mmﬂdmwm . Power of tbrM{hl:m rlndtodoao.'l‘olhheﬂ‘nd,a N
pruebas que acreditan esos hechos (1), 2) y (3). ahow the Consul the evidence to prove the above facts ),

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Segtin log articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co.,
- si el poderdante es una sotiedad, el Sefor Consul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
- existencia, que ejerce su objeto social Y que quien confiere el poder es su representante.



La suscrita Ilse Greby,

Dinamarca, certifica que el sefior

John Maidahl Petersen,

St

notario piblico de Copenhague,

que en la fecha de hoy ha firmado ante mi el presente docu-

mento, -

estd autorizado,. seqlin documentos justificativos gque

juzgo suficientes, para usar la firma de la sociedad denomi-

nada

H. LUNBECK A/S,

domiciliada en 9, Ottiliavej, DK-2500 Copenhague, Dinamarca,
Y que legalmente existe y actualmente ejerce su objeto social

de acuerdo con las leyes del Dinamarca.

En £fé de lo cual pongo mi firma y el sello notarial.

Notaria de Copenhague, a 11 de Junio de 1998.

\{iﬁm :

Derechos:

200, - DKX.

notario pGblico
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The Danish Commerce and Companies Agency
certifies and attests that :

n"H. LUNDBECK A/S"
Oottiliavej 7-9
DK-2500 Valby

Denmark

of the municipality of Copenhagen

which company was established 14th October 1950
under registration number A/S 22.472

J..n the Danish Commerce and Companies Agency ,J.neor_porated with
.IJ.mJ.ted liability, 1s legally existing - as a Da.n:.sh Public
Company, limited by shares, and duly registered an
porated under the provisions of the Campany Leg:.sl "

Kingdom of Denmark. - i L
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KAMPMANNSGADE 1 1780 KOBENHAVN Vv TELEFON 33 3077 Q0 EKSPEDITIONSTID 10.00 - 15.00
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CONSULADO DE COLOMBIA

No 33-98

El suscrito, Cénsul de Colombia en Copenhagne, Dinamarca, vistos 1los documentos presentados
por los interesados,

CERTIFICA:

Quela Sra. Inger Elgaard quien sutoriza e documento adjunto, ejercia logalmente, en la fecha
ali expresada, ms fimciones como Funcionario del Ministerio de Relaciones Exteriores de
Dinsmarca, y que su firma y sellos corresponden a los registrados en este Consulado.

las loyes danesas y que el Sr. John Meidahl Petersen esté autorizado para firmar el
documento, de cunerdo al Resumen expedido por la Direccién de Industrias y Comercio Nr. A/S
22472, cuya copia so adjunta.

Que Is firms H. LUNDBECK A'S. eu:idelagahnmte,quoejmmolzietolodnldowucdoa/

“Se pagarin en Colombia los impuestos de Timbre que se ¢ ' Cahbilas -
UWMMMM“ onformid b r
tributario."

Copenhague, Junio 23 de 1.998.

CARLOS AR
Cénsul de Colombia

Pagado : Impuesto Timbre USD. 6.00
Derechos Consulares USD: 100.00
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TRADUCCION OFICIAL N° 0807981 al espafiol de un documento
escrito en . inglés, preparada por Jaime Armando Garavito
Burgos, Traductor Oficial debidamente reconocido por el
Ministerio de Relaciones Exteriores y aprobado por el
Ministerio de Justicia de la RepGblica de Colombia mediante

Resolucién N°* 034 de enero 11 de 1983

(En la parte superior central de las tres primeras piginas
aparece sello redondo en relleve de la Embajada de Colombia
en Copenhague, Dinamarca)

(Adherido en 1la esquina superior izquierda de 1las dos
primeras hojas del documento aparece gello rojo de oblea,
junto con sello en tinta del Notario PGblico de Copenhague,

Dinamarca)

NS et e -

q #i " i1 ﬂ".'l'd. ‘alﬂ\ﬂ.ﬂq

m.}gual

H. LUNDBECK A/8, otorga poder a favor.ﬁ.'
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CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en espafiol referente a- la
existencia: legal de 1la sociedad H. LUNDBECK A/8 y Bu
representante autorizado John Meidahn Petersen, expedida el
11 de junio de 1998 en Copenhague, Dinamarca. (firmado) Ils-e
Greby, Notario Plblico (Aparece adherido sello notarial rojo

de oblea)
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El Ministerio de Relaciones Exteriores en Copenhagque,
Dinamarca legaliza la firma de Ilse Greby, Notario Piblico el

19 de junio de 1998. (firmacdo) INGER ELGAARD

ERHVERVS- OG SELSKABSSTYRELSEN (Aparecs un simbaolo)
ERHVERVSMINISTERIET

La Agencia Danesa de caomercio y Compafifas certifica y-
atestigua que
“H. 'LUNDBECK A/S”*
Ottiliavej 7-9
DK-2500 Valby
Dinamarca

del municipio de 'Copenhague, compafifa que fue establecida el
14 de octubre de 1950 bajo el nimero de registro A/S 22.472
en la Agencia Danesa de Comercio y de Compafifas constituida

con responsabilidad limitada, existe legalmente como una

Compafifa Piblica Danesa, limitada por accionesfy debidamente

(Aparece copia de sello de oblea)

Copenhague, mayo
{£irmado)
Pia Sedequist

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIQORES EN COPENHAGUE,
" DINAMARCA CERTIFICA LA FIRMA DE PIA S@DEQUIST el 14 de mayo

de 1998. (firmado)} INGER ELGAARD

N° 33.98. EL CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA en Copenhague,
Dinamarca, certifica las funciones y firma de Inger Elgaard,

el 23 de junio de 1988. Pagado impuesto de timbre y derechos



consulares. ({firmado) CARIOS ARTURO MORALES, Cénsul de

Colombia

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES en Santafé de Bogot4,

D.C. certifica la firma y las funciones de Carloe Morales, el

1 de julio de 1998. N° 0512498.- (firmado) Jefe de

Legalizacionea.

Es traduccibén fiel y completa de la cual se deja copia en los

archivos de esta oficina para su confrontacién y a la cual me
remito.
Santafé& de Bogotd, D.C., julio B de 1998

COLO: 3003-801-001-0
WPCL3003- ID # 19
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e PR CAVELIER VAL

— ABOGAD S
- -
EDIFICIO 515KI
WEB SITT: www.caveller-abogados.com CARRERA 4 No. 72- 35 TELEFONO: (57} (1) 347-3611
E-MAIL: caveller@colomsat.nat.co BOGOTA 8, COLOMBIA ! TELEFAX: (57){1) 217-9211 {57) (1) 310-4995

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
El sl Dl

Poderdante: H.IUNDBECK A/S

Poder conferido el: 11-06-98

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERQO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31.929, con todas las facultades que me
fueron conferidas.

Hago ls anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
Cédigo de Procedimiento Civil ya ~que los otros sustitutos

. g »

faltan en este momento. PR

Sefior Jefe,

EMILIO FERRERO
T.P.A. N2 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

2e-780-2

NI T. 860.041.367-3
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RECONOCIMIENTO Y Pafae «« 401 PERAONS
R60. 1998

Bogota, D. C. __. | e l't
Aile M, PASLO MENDEZ BARAIAE'S.

I iTadld SEXTS Epipavudiad L,

c:.mperec‘S(er )
(AT IR
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1z nerladslsy o Baje iy dectard(arin) quo is{s) firma(s) qua
33w zzeain) en e prasanta documaate es{san) tals) Ay ¥
yi2 el contenido dat misma es cierto.

En cens.antia 5o firma osia Diligone.
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8_|SOBRE BLANCO TAMANO CARTA
8 _|SOBRE BLANCO TAMARNO OFICIO T
10 |OTROS:
bservaciones: EZ S:Ii 7’ ‘mﬂ
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e — Y COmMLCLY
Radicacion 3 05021991 00000009

Fecha CAMDY: 2004-03-09 17:44:16

Itamtz  + OL) PCT-PRIENT 379 FOSE WRCI 415 PRcSERING
Bopemdencay 2020 DIVISION 3\ Mt URACIOES

—

BEPOSITANTE TIPD PAGD BANCD / \FEITIU No. PAGD ﬁﬂ PBO V¥r. PAGD

CAVELIER ABOGADOS COMSTGNACTON F 30-00110-5 LI 0770372005 23,145,000.00

Folive:s 234

RECIBO OFICIAL DECAJA : 3 - 14,92
FECHA ¢ MARZD 7 Dk 2005

&

nu I:IIICEPTIIH!

CANT, RENTISTICO TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 SOLICITUDER 1 TRAMITES DE S0L. DE PATENTE DE IN 443,000.00
TOTAL s 443,000.00

SON:  CUATROCIENTOS CUARENTA Y TRES NIL PESDS

RECIBD DE CAJA APLICADO AL ABUMTD N¥o.

| Mo o202 - 3al02S-1
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

USUARIO  RADICADOR

ATENTE DE INVENCION ) MODELO DE UTILID}D/
indicacion de que se solicita 1a concesion de una patente.

- Datos de identificacion def solicjtwite o de |2 persona que se presenta |2 solicitud.  {
- Descripclon de la Invencion.

Dibujos da ser estos partinentes,
Comprobante de Pago de las tasas estabiecidas. /

COMPLETA ( ) INCOMPLETA { ) ()

— g— -Xn
—
S —
S
o ol g
T N St ——

DISERC INDUSTRIAL ( )

- Indicaclén de que se soliclta el rep:stro de Disefio Industrial { ) { )
- Datos de identilicacion del solicitanie o de la persona gue presenta  { ) ()
- la solicitud.
- Representacién grifica o fotogrifica de! Disefio industrial o muestra del
Material que incorpora el disefio. ( ) ( )
Comprobante de pago de las tasas establecidas () { )
COMPLETA { )} INCOMPLETA () ( )

ESQUEMA DETRAZADO  ( )

- Indicacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado. () ()
- Datos de identificacion del soiciante o de la persona que presenta
La solicitud. () ()

Representacion grafica del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas.

e Ny
T S
S e
N S

COMPLETA () INCOMPLETA () ()
Flrma Responsable:
SWEKINBIS Hian § CORERLLED
Kalicacion @ iyl  VoNOU Foligs: &M
recha (AR} : 20000303 1140316
Fecha: iteite 3 UL AI-WGDN 305 FAGE MCT A1) PRESERIAC

pepensencia: ey PiviSiin B SRS CobiCiOns

- - L .
—y — i - e g m— Pa—— T . > i Ta -
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio }!6

2020
Bogota, D.C.,

Doctor(a) Oficio N°

EMILIO FERRERO .. - §2857
Apoderado

H. LUNDBECK A/S.

ASUNTO: Radicacion N° 05-21991
Solicitud internacional PCT/DK2003/000537
Fecha inicio fase nacional 12/03/2005
Tramite 011
Evento 379
Actuacién 430
Folios 001

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

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

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se

considerara abandonada y perdera su prelacién.

ficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del ltule"quinto dehti

lo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.
Qo d)w‘&

DORFS ELENA POLO CORDOBA
Jefe ge la Division de Nuevas Creaciones. (E)

El anterior- requerimiento fue notificado por fijacibn en lista de
fecha, ' .

202027 Cavera13No. 27-C0 P03 ¥10

Commkzdo: 334 12 21-2-534
Fae 281 31 3 et =
Sania Fe do Bagodi D .C. - Colomiia
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