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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Dt:{wmenbo gue acredita la existencla y representaclén legal cuando el solidtante sea persona
Juridica.

Poderes, sl fuere el caso.

Documento de cesién del Inventor al sollctante o a su causante.

Declaraclones.

Copla de la solicitud Intemaclional. {(Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud Internacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaclones,
dibujos).

Copia del examen preliminar Internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traducclén del examen prellminar Intemacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, coplia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conodmientos
tradiclonales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material blolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacién sobre otras solldtudes de patente o tftulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parcial o totalmente con la Invenclén de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la sollcitud Internacional.

Otros. Blsqueda Internaclonal

FIGURA CARACTERESTICA:

s D

\_ )

9

NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE FIRMA:

Solicito la concesién de la patente,

C.C. 79.783.747 Btd T.P._74.295

Instrucclones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pdgina.




SLPERNTEACENGIA DE INDUSTRIA Y DOMERCIO

Red: 06-052852- -00000-0000
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Tra. 11 PATENTEIVE
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Aztd11 PRESENTACION Follbs: 109
NIT : B800174089-2
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FECHA t JUNIB 1 EE 2004

$iths CONSIDNACIODN thdnx

Q.

DEPOSTTANTE TIFD PRED BANCO CUENTA Mo. PAGD FECHA PGO VYr. PAGO

OLARTE RAISBEGR CONSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00110-5 2BDN 31105/2006 3,738,000.00

Mist CONCEPTDO i

CAMT. RENTISTICD CONCEPTD TOTAL CONCEPTO
1 56005-01-0f SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SGL. DE PATENTE DE IN 453,000.00
TATAL : $ 453,000.00

SOM: CURTROCIENTOS SESENTA Y TRES MIL PESGS

RESPOMSABLE :

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDI
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N '/ Traduccidén oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién
' 2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

- APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION bE
PFIZER INC.
Bilingle inglés- espafio]l otorgado en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julio
da 2003 y firmado por J. Trevor Lumb, Vipapresidente de Pfizer Products Inc.
CERTIFICACION NOTARIAL
Bilinglle inglds- espafiol, el 14 de julio de 2003 el suscrito notario Kennath
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb, domiciliado en Nueva York ejercia
funciones de Asistente General Consejero de Patentes 1a Compaffa Pfizer Inc., con
sede en Nueva York, Nuava York, Estados Unidos.
Firma del notario: Kenneth Greenwood
Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en 1a Localidad de Egham
_en Surray, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engall & Fraeman
Sello Notario Piblico en alto relieve rojo.
APOSTILLA
REINO UNIDO DE GRAN BRETAHA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento Piblico
2. ha sido firmado por K. Greenwood
3. ejerce funciones de Notario Piblico
4. Lleva el sello de dicho Notario Piblico
CERTIFICADd
5. En Londres 8. El 17 de julic de 2003
| 7. Por el Secretario de Estado Principal de su Majedtad para Asuntos

exteriores y de la mancomunidad

8. No. G210434

9. Sello del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de 1a mancomunidad )

10. Firma de R. Bawden - Por Secretario de Estado

§1 ei docomesto sa usa ea wa pafs que no a3 parte de 13 cosvescidn de Ya Waya del 5 de octebre 1981, debe
preseatarse es soccidn consular de 1a wisién que represents ol pafs.

Es traduccidn fial dal ingiés, con copia archivo para confrontacids. Bogotd 25 de julio-2003. Rarlepglaica C (~ﬂ
) MARLEN NEIRA

Traductor @ Intémprels Oficial
inglés - Espofiol - inglés
Rneludén_No. 2117 dal 7 Ort 1007




OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
CaALLE 100 NQ. BASS Pis0 10
BoGoTA, COLOMBIA
TELEPHONE +57-1 8388200
FAX +57-1 8386201

www._olarteralsbeck.com
Power of Attorney Poder
The undersigned, El suscrito,
Pfizer Inc.
domiciled in domiciliado

235 East 42™ Street, New York, NY 10017 USA

by meana of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana
Maria Frieri full and sufficient Power of
Aftorney 1o file, prosecute, obinin, defend snd
enforce amy snd all of the company's Patents,
Utiltty Models and Industria! Designs in the
Republic of Colombis, to which end it empowers
them to take all stcps necegaary before any
administrative or judicial authority of any class for
the ohjects stated, to file petitions, appeals, replics
and oppositions, pay taxes and annuities, requast
testimonies, recoive docurnents and securitics,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Comipany, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects sitated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such subatitutions.

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria

Y

Frier] poder especial, amplio y suficiente para

presentar, tramiter, obiener, defender y hacer
respetnr tndas y cualquicra de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Indnstriales de 1a
compafifs en Ia Repiiblica de Colombia, a cuyo
efecto los facnlta pars dar todos los pasos
necesarios ante cualquicr mitoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquis par cumplir con
1o encomendado, elevar salicitudes, spelsciones,
mpwmyoponmomu, nn;meltuy
anualidades, soliciter testimonios, recibir
docnmentos y valores, desistir y percibir. Se
concede padar bastante para recibir notificaciones
& nowibre de Ia compafifa, otorgar poderes a
wnmlmm:hmﬂnml

Signature/Firma: W

Date/Fecha: July 14, 2003

City,Country/Ciudad,Pais: New York, USA




QLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERL, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER~— TORREC
CALLE 100 No. BAS5 Piso 10

BoGoTA, COLOMBIA
TELEPHONE +57-1 6388200
FAX: +57-1 6386201

www.olarteralsbeck.com
Notarial Certification Certificacion Notarial
On this date, En esta fecha,
Tuly 14, 2003

The unders Notary Public certifies:

1. That Thoral Lyt

el Notario Piiblico suscrito certifica:

1. Que

J. Trevor Lumb

of legal age and domriciled in
J&u*fo«(or,um New York

signed the foregoing document.

2. That the grantor has executed the foregoing
document as Assistant General Patent Counsel
of Pfizer Inc.

3. That Pfizer Inc.,

having its principal place of business located in
New York, New York, US.A.

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney ia
granted are within the scope of its corporate
puTpOBEs.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power of Attorney and that his/her representation is
legsl.

5. The foundation for my certifications contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
authentic document(s):

NOTARY PUBLIC (Signaturc):

mayor de edad y domiciliado
suscribid el docurnento que antecede.

2, Que cl otorgante ha suscrito el referido
documento en su caricter de

de

4, Que
can sede principal ubicads en

legal vigente y que los propdsitos par los cuales
se otorga ¢l poder se encuentra dentro de loa que
comprenden su objcio social

4, Que ¢l oforgants tiene la representacién para
suscribir el poder, y que ésta ea legitima.

5. E fundamento do mis certificaciones
contenidas en los pymtos 2, 3 y 4 fue 1a exhibicidn
de los (del) siguiente(s) documento(s) auténtico(s):




APOSTILLE
(Hagtre Convention of 5 October 1961 / Convention de La Hxye du 5 octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
Country: United Kingdom of Qreat Britaln and Northern Iraland
Pays: Roysumo-Uni de Grande-Bretagna et 4"Irlands du Nord
This publio document / Ls présent scte public

Has been slgoed by K Greenwood
» &b signd pur

Acting In the capucity of Notary Pukilic
ngizsant cn qualltt de

Beary the sealitenp of ~ The Sald Notary Pablic
est revity do scemytimbre Je

Certified/Attestd
at London/k Losuires G thefle 17 July 2003

phmfmawaammmmm
Numbescus No G210434

For tha Swvatwry of Susty ¢ Pour ks Sucridusite f Bt

1f thix document i & be used fn & country which is not party (9 the Hague Convention of 3 October 1961,

Tt should be presented to the consular section of the mission repregeniing that comtry.



10.

APOSTILLA

{(Convencién de la Haya del 5 de Octubre de 1961)
Pais: Distrito de Columbia
Estados Unidos de América
El presente documento publico fue firmado por: ALBERT L.
THEMES.
Que actud en su calidad de Notario Piblico del Distrito
de Columbia
Lleva el sello de ALBERT L. THEMES Notario Publico del
Distrito de Columbia.
Se certificéd
En Washington D. C.
El 21 de abril de 2006
Por parte del Secretario del Distrito de Columbia.
Bajo el Namero 155623
Aparece el sello del Distrito de Columbia

Firmado por Patricia Elwood



Cesidén Provisional-Adioidén
PC26187

CESION

Por contraprestacidén onerosa, cuyo recibo se reconoce por
medio del presente, nosotros Shanghui HU, 8026 Avenida
Navidad, Apt 28 San Diego California 92122 Estados Unidos de
América; Carlos MARTINEZ, 1391 Enchante Way, Oceanside,
California 92056 Estados Unidos de América; Junhua TAO 12142
Darkwood Road, San Diego, California 92129, Estados Unidos de
América; Daniel Rida YAZBECK, 3957 Nobel Drive #231, San
Diego, California 92122, Estados Unidos de América, por medio
de la presente cada uno de nosotros vendemos, cedemos y
transferimos a AGOURON PHARMACEUTICALS, INC., una sociedad
organizada y existente de conformidad con las leyes del
estado de California, Estados Unidos de América con domicilio
en 10777 Science Center Drive, San Diego, California 92121,
BEstados Unidos de América, la totalidad de nuestro derecho,
titulo e interés con excepcién a los limites incluidos en la
parte de abajo en y a la solicitud de patente provisional de
los Estados Unidos de América, teniendo como Expediente
No.26187 en PFIZER INC., titulado PROCEDIMIENTOS PARA
PREPARAR AMINAS ENRIQUECIDAS ESTEREOISOMERICAMENTE presentada
en la Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos el 4
de diciembre de 2003, y asignado el numerc de solicitud No.
60/527,143, y la totalidad de nuestro derecho, titulec e
intereses, en los Estados Unidos de América, en y para todos
nuestros inventos, ya sea unidos o solos, divulgado en dicha
solicitud de patente; y la totalidad de nuestro derecho
titulo e intereses en y para todas 1las solicitudes

presentadas en los Estados Unidos de América para las



patentes de cualquiera o todos de los mencionados inventos; y
la totalidad de nuestro derecho titulo e intereses en y para
todos la patentes otorgadas en los Estados Unidos de América

respecto a las anteriores solicitudes.

Y nosotros por medio de la presente vendemos, cedemecs Yy
transferimes a PFIZER INC., una sociedad organizada vy
existente bajo las leyes del Estado de Delaware, Estados
Unidos de América, cuya domicilic principal es 235 East 42nd
Street, New York, New York 10017, Estados Unidos de América,
todo nuestro derecho, titulo e intereses, en todos los paises
del mundo, excepto los Estados Unidos de América, en y para
todos nuestros inventos, ya sea unidos o solos, divulgados en
dicha solicitud provisional de patente; todo nuestro derecho,
titulo e interés en y para todas las solicitudes presentadas
fuera de los Estados Unidos para patentes para cualesquiera o
todos de los inventos mencionados; y nuestro derecho, titulo
e interés en y para todas las Patentes concedidas fuera de
los Estados Unidos de América en dicha solicitud de patente
presentada fuera de los Estados Unidos de América; y el
derecho a reivindicar ©prioridad por dicha solicitud
provisional de patente bajo la Convencién de Paris para la
Proteccién de la Propiedad Industrial, y bajo cualquier otro
tratado o convenio a que los Estados Unidos haga parte, y que
permita proveer similares ©privilegios de reivindicar
prioridad, en todos los paises del mundo excepto los Estados

Unidos de América.

Y por medio de la presente nosotros acordamos, cuando sea
requerido comunicar a dicha AGOURON PHARMACEUTICALS, INC. y
a dicha PFIZER INC. y sus sucesores y cesionarios, cualquier

hecho conocido por nosotros respecto a dicha invencién,

o\



testificar en cualquier proceso legal con respecto a dicha
invencién, y firmar todas las solicitudes ¢ documentos
necesarios para obtener y mantener la apropiada proteccién de

la patente de dicha invencién en todos los paises del mundo.

Por medio de la presente certifico que este es una fiel copia

del anterior documento.

(Fdo) Denise R. Cooper

Notario Pablico, Estado de New Jersey
No. 2285561

Revisado en el condado de Morris

Cuya comisién vence el 20 de marzo de 2007.

Firmado y testificado el 26 de enero de 2004 en San Diego,
CA.
{Fdo) Shanghul HU

En presencia de:
{Fdo) Pamela Hollander
Pamela Hollander

{Nombre aqui, firma en la parte de arriba)

Firmade y testificado el 26 de enero de 2004 en San Diego, CA
{Fdo)Carlos MARTINEZ,

En presencia de
(Fdo) Pamela Hollander

Pamela Hollander

(Nombre aqui, firma en la parte de arriba)
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Firmado y testificado el 26 de enerc de 2004 en San Diego,
CA.
({Fdo) Junhua TAO,

En presencia de
{(Fdo) Pamela Hollander
Pamela Hellander

{Nombre aqui, firma en la parte de arriba)

Firmado y testificado el 26 de enero de 2004 en San Diego, CA
(Fdo)Daniel Rida YAZBECK,

En presencia de
(Fdo) Pamela Hollander

Pamela Hollander

(Nombre aqui, firma en la parte de arriba)
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 oclobre 1961)

District of Columbia
United States of America

This public document has been si

acting in the capacity of

CERTIFIED

at Washington, D.C.
21
the day of

APRIL 2006

by Secretary of the District of Columbia

v 155623

10. Signgtue TcTA ELwWoOD
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Provisional Assignment — Joinf
pcaeisr

ABSIGNMENT

For valuabie consideration, the raceipt and sdequacy of which I heraby acknowisdged, we Shanghul
HU, 8028 Avenida Navidad, Apt. 28, San Diego, Callfomia 2122, United Siaies of America; Carlos
MARTINEZ, 1384 Enchanin Way, Ocosnside, California 92058, United States of Amaerics; Junhua
TAQ, 12142 Darkwood Road, San Diago, Cafifonia 82129, Uniled Statas of America; Danis! Rida
YAZBECK, 3957 Nobel Drive #231, San Dlego, Calomia 82122, Unkted Statas of Americs, heraby
sell, asalgn and tranafer unto AGOURON PHARMACEUTICALS, INC., a corporation organized and
exiating under (he iews of the State of Californis, United States of America, and having & plece of
business at 18777 Scisnce Cantar Drive, San Diego, Ca¥fornla §2121. United States of America, our
entire right, title and interest, excepl as limiied herein below, in and to provisional patent apphication of
the United States of Amarica, having PFLZER INC. Dockat No. 20187 entitied METHQDS FOR THE
PREPARATION OF STEREOISOMERICALLY ENRICHED AMINES filad In the United States Patent
and Trademark Offica on December 4, 2003 and assigned application numbagr 80/627,143 and our
entira right, title and interest, in the Unlied States of America, In and to af our inventions, whether joint
or sole, discliosed In sald patent application; and our sntire right, titte and intarest n and to aft
sppiications flied In the United States of America for Letiars Patent for any ar all of said inventions;
snd our entire right, titke and interest in and to all Letters Patam granted in the Urited States of

. America on the foregoing sppiications;

and we hareby sell, pasign and tanefer unto PFIZER INC., a corporation organized and
sxisting under tha lews of the State of Delaware, United States of Amaerica, and having » place of
busineas st 235 East 42nd Street, New York, New York 10017, Unlted States of Amarica, our entire
right, tie and interest, in al countriea of the world except the United States of Amarica, In and to all
our invantions, whether joint or sole, disciosed in sald provisional patent application; and our entire
right, title and Interest in and to sl patent appicetions filad outside the United States of America for
Latters Patent for any or all of sald imentions; and owr entine right, ttle and interast in and o al
Latiers Patlent granied outside the United States of Amarica on saki patent appiications flled outside
the United States of Americe; and the right o clalm priority from sald provisions) petent spplicstion
under the Parls Convention for the Protaction of iIndustrial Properly, and under sy snd sl other such
traatios end agresments to which the United States of America Is a party and which afford similar
priority-cisiming privileges, In afl countries of tha world excapt the United Btates of America;

and we hersby agree, whenever requesied, io communicats 1o sald AGOURON
PHARMACEUTICALS, INC. and sald PFIZER INC., ant their successors snd sssigns, any facts
known {0 us respecting sald inventions, to testify in any lsgal procseding respecting said inventions,
end to execute sll applications or papers neceasary to oblain and mainiain proper patent protection on

certify that this is a true

foregoi

Denise R. Cooper

Notary Public, State of New Jersey

No. 2285561

Qualified in Morris County -
Commission Expires March 20,



| HEREBY CERTIFY THAT THIS
88 THE ORIGINAL DOCUMENT

SA vl ..sw-dﬂ/—:/e
Y Rlol

ALBERT L. THEMES
NOTARY PuBLC DISTRICT
My Commission Ex;:it“ llg: Wm



sald lnventions In all countries of the world.
Signed and witnesssd this 26 deyol at

Jan A oolf San Dieso 4

~

“Shanghul HU
in the presence of

e ———

[print name here, sign ashove]

Signed and witnessed this 1L ayer  Juwar 2094 g

“an Die_-'lo , A
QqlA4

Carles MARTINEZ

in the presence of.

k

[print nama hers, OE sbova]

Signed and withessed this >4 dayof 3“"""‘“"1 los'd ot

San Qﬁtol CA
Lt

In tha presancs ol

TR

—nalls

[print nama here, sign above]



Provisionsl Assignment - Joinl
PC26187

Signed and withessed this 1o  dyor Tengosy Losy t
\Jl
1,%&%——
in the presenca of:
[prlntnunnhon.nlunn%]

"5

4
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{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (
(19) World Intellectual Property

Organization
Iniernational Bureau

£
EIPOR:

(10) International Publication Ngmber

WO 2005/054186 ‘A2

(74) Agenis; FULLER, Grover, F, Jt et al.; Pfizer Inc., 201
Tabor Road, Morris Plaina, NJ 07950 (US).

(43) Intemational Publication Dale

16 June 2005 (16.06.2005) « PCT

(51) International Patent Classdfication”:  CO7D 207/00

(21) Intermational Application Number:

PCT/IB2004/003812  (g1) Desigy

(22) International Flling Dete:

22 November 2004 (22.11.2004) oo R, CU, CZ DE, DX, DM, D2, BC, BH, BO, ES, F1,

GB,/[GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, TL, IN, IS, JF, KB,

(25) Flling Language: English @, KP, KR, KZ.LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
(26) Publication Language: English PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, 84, SK, SL, SY; T], T™,
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
(30) Priority Data: ™.
60/527,143 4 December 2003 (04.12.2003) US

(84) Designuied Sistes (unless otherwise indicased, for evary

(71) Applicani (for all designased Siaies excepe US}): PFIZER
INC. [US/US]; 235 East 42nd Street, New York, NY 10017
(us).

{(72) Inventors; and

(75) loveniorw/Applicanis {for US only): HU, Shanghul
|[CN/US]: Agouron Pharmaceuticals Inc., A Plizer Com-
pamy, 10777 Science Cenler Drive, San Diego, CA 92121
(US). MARTINKZ, Carios, Alberio [CO/US); Agouron
Pharmaceuticals Inc., A Pfizer Company, 10777 Science
Ceniter Drive, San Diego, CA 92121 (US). TAO, Junhus
[CN/US); Agouron Pharmaceoticals Inc., A Plizer com-
pany, 10777 Science Center Drive, San Diego, CA 92121
(US. YAZBECK, Denlel, Rida [USAUS]; Agouron
Pharmaceuticals Inc., A Pfizer company, 10777 Science
Center Drive, San Diego, CA 92121 (US).

kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM. KE, LS, MW, MZ, NA, SD, 5L, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KQ, KZ, MD, RU, T), TM),
Buropesn (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, BS, F1,
FR,GB, GR, HU, IE, 1S, IT, LU, MC, NL, PL., PT. RO, SE,
S1, SK, TR), OAPI (BF, B),CF, CQ, C1, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
withou! internasional seanh report and 10 be republished
upon receipt of thas report

—

Ror two-letter codes and other abbreviations. refer 10 the "Guid-
ance Noies on Codas and Abbreviations” appearing ai the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazenie.

(57) Abstract: The present invention relatzs to methods of preparing a stereoisomer-
ically enriched compound of formula (T3, wherein RS is hydrogen, comprising treating
a campound of formula (I), whersin R® iz chosen from C;-Cye alkyl, C;-Cio alkenyl,
Cz-Cy0 alkenyl,{CRR®),(Cy-Cie aryl), and {CR™R*)(4- 10 membered heterocychic), and

(34) Tile: METHODS FOR THE PREFARATION OF STEREOISOMERICALLY ENRICHED AMINES
wherein said Cy-C14 aryl and 4- 10 membered heterocyclic are optionally substitoted with
at least one substitoent chosen from halp, C;-Cp alkyl, -OR?, and -N(R"R"), with a bio-

R' o
R4 h OR® o
%
R catalyst in an aqueous solution, an arganic solvent, ar a mixture of onganic and squeoos

solvents whesrein st least one sterecisomer is selectively hydrolyzed.
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This application claims priority to United States Patent Application No. 80/627,143,
flled Decembar 4, 2003, which Is hereby incorporated by reference.

The present Invention relatss to methods for the preparation of sterecisomerically
enriched amines. The steracisomerically enriched amines disciosed herein are useful in the
preparation of compounds that inhibit the Human Immunodeficiency virus (HIV) protesse

enzyme.
Acquired immune Deficlency Syndrome (AlDS) causes & gradual breakdown of the
body's iInmune aysiemn as well as progressive delesioration of the central and peripheral
nervous systems. Since its initial recognition in the early 1880's, AIDS has spraad rapkily and
has now reached epidemic proportions within a relatively imiied sagment of the population.
Intensive research has led to the discovery of the responsble agent, human T-lymphotropic
retrovirus Il (HTLV-II}), now more commoniy referred to as HIV.

HIV is 2 member of the class of viruses known as retraviruses and is the etiologic
agent of AIDS. The retroviral genome Is composed of RNA, which Is converted to DNA by
reverse transcription. This retroviral DNA Is then stably integrated into a host call's
chromosome and, employing the replicetive processeas of the host cells, produces new
retroviral particles and advances the infection to other cells. HIV appears to have a particular
affinity for the human T-4 lymphocyte call, which plays a vital role In the body's Imnume
systam. HIV infection of these white biood cells depletes this white cell population.
Eventually, the Immune system I rendared inoperative and ineffective against vasious
opportunistic diseases such as, among others, pneumocystic carinl pneumonia, Kaposl's
sarcoma, and cancer of the lymph system.

Although the exact mechanlem of the formation and working of the HIV virus Is not
understood, ikdentification of the virua has led to some progress in controling the disease. For
example, the drug azidothymidine (AZT) has been found effective for Inhibiting the reverse
transcription of the retrovirel genome of the HIV virus, thus giving a2 measure of control,
though not a cure, for patients afficted with AIDS. The search continues for drugs that can
cure or at leést provide an improved measure of control of the deadly HIV virus and thus the
trestment of AIDS and related diseases.

Retroviral replication routinely features post-transiational processing of polyproteins.
This processing is accomplished by virally encoded HIV protesse enzyme. This ylelds mature
polypaptides that will subsequently ald in the formation and function of Infectious virus. If this
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molecular processing is siified, then the normel production of HIV Is terminated. Therefore,
inhibitors of HIV proisase may function as anti-HIV viral agents.

HIV protease Is one of the transiated products from the HIV structural protein pol 26
gene. Thie retroviral protease specifically cleaves other structural polypeptides at discrate
sltes {o release thesa newly eclivated structural proteins and enzymes, thersby rendering the
virlon replication-competent. As such, inhibition of the HIV protease by potent compounds
may prevert proviral integration of infected T-lymphocytes during the sarly phase of the HIV-1
life cycle, as well as inhiblt viral proteoiytic processing during its late stage. Additionally, the
protease inhibltors may have the advantages of being more readily avaliable, longer lived in
virus, and jess toxic than currently avallable drugs, possibly due to thelr specificity for the
retroviral protease.

Methods for preparing compounda useful as HIV protease inhibitors have been
described In, e.g., U.S. Patent No. 5,062,640; U.S. Patent No, 5,832,550; U.S. Pstent No.
8,222,043; U.S. Patent No. 5,644,028; WO 02/100844, Australlan Patentt No. 705183;
Canadlan Patent Application No. 2,178,635; European Patent Application No. 0 751 145;
Japanese Patent Application No. 100867488; Y. Hayahsl, et al., J. Org. Chem., 88, 6637-
5544 (2001); K. Yoshimure, et al., Proc. Natl Acad. Scl. USA, p6, 8675-8680 (1996); and, T.
Mimoto, ef sl., J. Med. Chem,, 42, 1789-1802 (1806). Many HIV protesse Inhibitors are
complex melecuies that contaln one or more asymmetric carbon stoms. Preparing such
compounds In an efficlent and stereochemically selective manner is a challenge facing
synthetic chemists. Although some stsreocselective synthetic methods have been deveioped
to address thase needs, they are generally not appiicable to a wide range of molecules. As
such, the need .ntlllcxllhfoermbpmm of stereoselective methods that can be used fo

eﬁdanﬂympqaludlmnwmhwlu.
Summary of the Invention

The present invention relates to methods of preparing a sterecisomerically enriched
compound of formula (1),

whereln:
Zla 0, 8, C=0, C=CH;, or (CR'R®)-;
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R' Is hydrogen, (CR'R"(Cy-Cys ryl), -CH2CH=CH, -C(O)R’, -C(O)OR’,
-C{O)C(O)OR’, or -Si(R)s, wherein saki Ce-Cy4 ary! Is optionally substiuted with st least one
substituent chosen from halo, C;-Cp alkyl, -OR’, and -N(R'R®);

R? and R® are Independently chosen from hydrogen, Cy-C1g alkyl, Cy-Cyo ailkeny!, Cy-
C1o alkynyl, -(CR'R®){Cs-C14 aryl), and {CR'R®){4-10 membered heterccyclic), wherein sakl
CgCy aryl and 4-10 membered hetsrocydlic are optionally substituled with at least one
substituent chosen from halo, C-Cyo akyt, -OR’, and -NR'R®);

R' and R® are Independently chosen from hydrogen, halo, C-Cy akyl, CxCyo
glkenyl, Cr-Cyo alynyl, (CR'R®{Cs-Cy4 anyl), and (CR'R®){4-10 membered heterocyciic),
wherein eaid Cg-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyciic are optionally substituted with at
least one substituent chosen from halo, C1-Cyq alkyl, -OR’, and -N(R'R®);

R" is hydrogen;

each R? and R® Is independently chosen from hydrogen, halo, C-Cqa alicyl, Cy-Cyo
alkaxy, Cz-Cyo akenyl, Cx-Cyo alkynyl, {CR’R")(Cs-C4 aryl), and -{CR°R*)(4-10 membered
heterocyclic), whereln sald Co-Cyy aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally
substituted with st least one substituent chosen from halo, C-C1o alkyl, -OR®, and -N(R'R®);

each R? Is Independently chosen from hydrogen and Cy-Cyp alkyl; and

tis an integer from 0 to &;
sald method comprising:

treating a compound of formula (1), whereln R', R%, R®, R* and R® are as defined
above and R® Is chosen from Cy-Cyo alkyl, CrCio alkenyl, C2-Cyo alkynyl, (CR'R*)MCe-Csy
aryl), and {CR'R®){4-10 membered heterocyclic), and whereln sald Cg-Cy eryl and 4-10
membered hetsrocyclic are optionslly substituted with at lesst one substituent chosan from
hailo, Cr-Cyo alkyl, -OR”, and -N(R'R"), with a blocatalyst In an aqueous solution, an organic
solvent, or a mbdure of organic and aqueous solvents whersin at least one sisrecisomer Is

selectively hydrolyzed.

Ancther aspect of the present Invention provides any of the methods described herein
of preparing a stereclsomerically enriched compound of formula (T), wherein:

Zis 0, 8, C=0, C=CHjy, or «{CR'R®)-;

R 18 (CR'RYi(Ce-C14 aryf), -CHsCH=CHa, -C(O)R’, -C(O)OR’, -C{O)C{O)OR', or
-SKR"a, wherein sald C¢-C14 ary! Is optionally subetituted with at least one substituent chosen
from halo, C-Cyq aiikyl, -OR’, and -NR'R");

R? and R? are Independently chosen from hydrogen and Gy-C1o alyl;

R* and R? are Independently chosen from hydrogen, helo, end CrCyo alkyl;

PCT/1B2004/003812
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R® Is hydrogen;

R’ and R? are iIndependently chosen from hydrogen, halo, Cr-Cs aliyl, C1-Cro alkoxy,
CrCipalkenyl, Cy-Cyg alikynyl, (CR°R*)(Ce-C14 aryl), and {CR°R"){4-10 membered
heterocyciic), wherein sald Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally
substituted with at least one substituent chosen from halo, Cy-Cg alkyl, -OR®, and -N(R°RY);

each R® is independently chosen from hydrogen and C-Cyo akyl; and

tis an Integer from O to 5.

In stil another aspect of the present invantion are provided any of the mathods
described herein of preparing a sterecleomerically enriched compound of formuia (I), whereln:

Zis 0, 8, C=0, C=CHy, or {CR'R);

R' I8 ~{(CHa){Ce-Cua aryl), -CHsCH=CHy, -C{O)OR’, or -C(O)C{O)OR’, wherein said
Ca-C14 aryl Is optionally substiluted with at least one substiiuent chosen from halo, C-Cyp
alyl, -OR", and -N(R'R®); .

R* and R® are independentty chosen from hydrogen and Cy-Cyo aliys;

R* and R® are Independently chosen from hydrogen, halo, snd C;-Ciq alkyl;

R® Is hydrogen;

R’ and R® are indepsndently chosen from hydrogen, halo, C+C1o alkyl, C+-Cye alkonxy,
CxC1o aikanyl, Cx-Cyg aliynyl, {(CR*R®)}{Cy-Cy4 8r¥l), and {CR°R*){4-10 membered
hetsrocyclic), wherein sald Cg-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocycilc are optionally
substituted with ai least one subsiituent chosen from halo, C+Cyo alkyl, -OR*, and -N(R°R");

each R is Independently chosen from hydrogen end C,-C1p alkyi; and

tis an Integer from 1 to 3,

in anather espect of the presant invention are proviied any of the methods described
herein of preparing a sterecisomerically enriched compound of formula (1), wherein:

Z = 0, 8, C=0, C=CH,, or ~(CR'RY-;

R Is <{CHs)}(Cy-C)4 aryl), -CH;CH=CHy, -C(O)OR’, or -C(0)C(O)OR', wherein said
Ce-Cy aryl Is optionally subetituted with at least one substitvent chosen from halo, Ci-Cyg
alil, -OR’, and -N(R'RY);

R* and R? are Independently chosen from hydrogen, methyl, ethyl, butyl, and pentyt;

R* snd R’ are Independently chosen from hydrogen, halo, methyl, ethyl, butyl, snd
pentyl;

R® Is hycrogen;
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R’ and R® ere Independently chosen from hydrogen, halo, C1-Cyg aliyl, Cy-Cp alkaxy,

C2Coalkenyl, and Ce-Cy aryl, wherein sald Ce-Cy, aryl Is optionafly substituted with at leest
one substituent chosen from halo, Ci-C1p alkyl, -OR®, and -N(R°R"); and

esch R’ is Independently chosen from hydrogen and C~Ciq alkyl.

in st a further aspect of the present invention are provided any of the methods

described herein of preparing a stereolsomerically enriched compound of formula (T), wherein:

ZBk O, §, C=0, C=CHy, or {CR'R"-;

R' is —CH;Ph, -C{O)OR!, or -C{O)C{O)OR’;

R* and R® are hydrogen;

R* and R* are independently chosen from hydrogen and mettyl;

R’ Is hydrogen; and

R’ and R* are independently chosen from hydrogen and C-Cyo akyl.

The present Invention also provides any of the methods described hereln of preparing

& stereclsomericslly enriched compound of formula (I), wherein:

218 O, 8, C=0, C=CH,, or {CR'R"-;

R s —CH3Ph, -C(0)OCHa, -C(0)OC({CHu)s, or -C{O)C(O)OCH:;

R* and R gre hydragen;

R and R® are Indepandently chosen from hydrogen and methyt;

R? ia hydrogen; end

R’ and R® are independently chosen from hydrogen, fucrine, methyl, and ~OCH.

In another aspect of the present Invention are provided any of the methods described

herein of preparing a sterecisomerically enriched compound of formula (1), wherein:

ZBS;

R' 18 —CHPh, -C(0)OCH,, -C(O)OC(CHa)s, or -C(0)C(O)OCHx:
R* and R® are hydrogen;

/' and R® are methyl; and

R® Is hydrogen.

in stil a further axpect of the present invention are provided any of the methods

described hereln of prepering a stereolsomerically enriched compound of formula (T), wherein:

Z Is C=0, C=CHj, or (CR'RY)-;

/b\



WO 2005054186 PCT/IB2004/003812 ;"/i 1/

10

15

8-

R! is (CRTR%{Ce-C14 aryl), -CHsCH=CHz, -C(O)R’, -C(O)OR', C(O)C(O)OR’, or
-SI(R")s, whereln sald Cg-Cy4 21yl Is optionally substituted with st least ona substituent chosen
from halo, C+-Co alkyl, -OR’, and -NR'R®);

R’ and R* are independently chosen from hydrogen and C,-Crp alkyt;

R* and R" are Independently chosen from hydrogen, halo, and C-Cio alikyl;

R® is hydrogen;

R" and R" are Independently chosen from hydrogen, halo, C1-Csp alkyl, C1-Cio alkaxy,
Cr-C1o slkenyl, Cr-Cyo alkynyl, {CR°R*}Ce-C1s aryl), and {CR°R%{4-10 membered
heterocyclic), wherein sald Cy-C14 aryl and 4-10 memberad hetsrocyclic are optionally
substiuted with at least one sutstituent chosen from halo, C1-Cyg akyl, -OR®, and -N(R*R®);

sach R' is Independently chosen from hydrogen and C,-Cy alkyl; and

t I8 an Integer from 0 {0 5.

Another aspect of the present invention provides any of the methods described herein
of preparing a sierecisomerically anriched compound of formule (1), whensin:

Z is C=0, C=CHy, or {CR'R%-;

R I8 —CHyPh, -CHyCH=CHy, -C(O)R’, -C(0)OR’, or -C(O)C(O)OR;

R* and R? are Independently chosen from hydrogen and Cy-Cso alkyt;

R* and R® sre Independently chosen from hydrogen, halo, and Cy-C1p aikyl;

R'ls hydrogen;

R’ shd R? are Independenty chosen fram hydrogen, halo, Cr-Cy aikyl, Cr-Cio akony,
Cz-Cyoalkanyl, Cz-C1o synyl, {CR°R®){Cy-Cys aryl), and {CR’R"){4-10 membered
heterocycilc), wherein said Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally
substituted with at least one substituent chosen from haio, Ci-Cyo sliyl, -OR®, and -N(R°R®);

each R® Is Independently chosen from hydrogen and CCyg alkyl; and

tis an integerfrom 1 to 3.

In atill a further aspect of the present Invention are provided any of the methods
described herein & of preparing a stereolsomerically enriched compound of formula (1),
wherein:
Zs~CR'R);

R' I8 ~CHyPh, ~-CHzCH=CHy, -C{O)OCHs, ~C{O)OC(CHy)s, or -C{O)C(0)OCHs;
R® and R* are hydrogen;
R* and R? are Independently chosen from hydrogen and methyl, ethyl, butyl and
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R® Is hydrogen; and
R’ and R? are independertly chosen from hydrogen, fluorine, chiorine, C1-Csp alkyl,
and C;-Cyp aloxy.

The present invention further relatss to methods of preparing a sterecisomerically
enriched compound of formula (1A),

R1
|
o
% CHy
He )
wherein:
R' I8 ~CHsPh, -C(O)OR, or -C{O)C(O)OR"; and
R’ Is C-Cy alky};
sald method comprising:
freating a compound of formula (IC),
g
(T
CH, ac

whersin R 1s as defined above and R® is chosen from Cy-Cip alkyl, Cr-Cig akenyl,
Cr-C1o 8lkynyl, —CHy(Cs-Cy4 aryl), and —CHy(4-10 membered heierocyciic), and wherein aald
Ce-Csq aryl and 4-10 membered heterocyciic are oplionally substituted with st least one
substituent choeen from halo, Cr-Cyo alkyl, -OR’, and -N(R'R"), with a blocstalyst In an
aqueous solution, an organic solvent, or @ mixiura of oigank: and aqueous solvents wharein
at least one siereoisomer is selectively hydrolyzed.

The present invention further relates to any of the methods described herein of
preparing a sterecisomerically enriched compound of formula (1A), wherein R Is -
C(0)OC(CHy)a, comprising tresting a compound of formula (IC), whersin R’ ls —
C(O)OC(CHa)s and R" [8-CHy, with a blocatslyst in an agueous solution, an orgenic solvent,
or & mbdure of organic and aqueous solvents wherein st least one stereclsomer s selectively

hydrolyzed.
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in stil & further aspect of the present Invention ere provided any of the methods
described herein of preparing a stereclaomerically enriched compound of formula (lA),
whereln R' is ~CHzPh, comprising treating a compound of formula (IC), wherein R’ Is —CHgPh
and R* is —CHj, with a blocatalyst In an aqueals solution, an organic solvent, or a mbxture of
organic and agueous solveris whereln at least one sierecisomer ia selectively hydrolyzed.

tn another aspect of the presant Invention are provided methods of preparing a
sterecisomerically enriched compound of formuta (IB),

11 0
N oy
F-i—rcm
: CHs ()

wherein:
R' Is -~CHaPh, -C(O)OR’, or -C{O)C(O)OR”; and
R’ I8 Cr-Cyo alkyl;
said method comprising:
treating 8 compound of fonmula (1D),
R1
N
Hy
Ch

wherein R' is as defined sbove and R® Is chosen from Ci-Cyo akkyl, C-C1o akenyl,
Cz-C1o alkynyl, <CHx(Ca-Cy4 aryl), and ~CHz(4-10 membered heferocyclic), and wherein said
CeCie aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally subetituted with gt leset one
substituent chosen from halo, Ci-Cyg alkyl, -OR”, and -N(R'R"), with a blocatalyst In an
aquecus solution, an organic solvent, or a mixture of organic and agqueous solvents wherein
at ieast one steraclsomer [s selectively hydrolyzed.

The present invention further relates to any of the methods described herein of
preparing a stereolsomerically anriched compound of formula (IB), wherein R' la —
C{0)OC(CHa)s, comprising treating & compaund of formula (ID), wherein R’ Is -
C(0)OC(CHa)sand R® la~CHs, with a blocatalyst in an aqueous solution, an arganic solvent,
or & mixture of organic and agueous solvents wherein at least ona siereoisomer la selectively
hydrolyzed.
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. In stil e further aspect of the present invention are provided any of the methoda
described herein of preparing stereclsomerically enriched compound of formula (1B), wherain
R' is ~CHyPh, comprising treating a compound of formula (ID), wherein R* Is ~CH.Ph and R®

6 s —CH,, with 8 blocatalyst In an aqueous solution, an orpanic solvent, or a mbdure of organic
and squeous solvents wherein at least one stereclsomer is selectively hydrolyzed.

Also provided In the presant krvention are any of the meathods described herein of
preparing sterecisomerically enriched compounds of formulas (f), (1A), and (IB), wherein saki
10  Dbiocatalyst s chosen from an akaefine proteass, an esterase, a fipase, a hydrolase, and any
combination thereof. In another aspect of the present invention are provided methods
wherein sald biocatalyst is chosen from Klebslela oxytoca, Asperglius mefleus, Bacliius
subtilis, Baclius ficheniformis, Bacllus lentus, and Pig Liver esierase.
The present iInvention alwo relsies io 8 method for the resolution of a compound of
16 formula (i),

whereln:
Z1s 0, 8, C=0, C=CHj, or {CR'R")~

R’ Is hydrogen, CR'R®*}{Cy-C1a aryl), -CHyGH=CHa, -C(O)R’, -C(O)OR',

20 -C{O)C(O)OR', or -SKR);, wherein sakd Ce-Cy4 aryl s optionally substituted with et least one
substituent chosen from halo, Cy-C;p alktyl, -OR’, and -N(R'R");

R? and R? are independently chosen from hydrogen, C1-Cro alkyl, Cx-Cyo slkenyl, Cr-
C1o akynyl, (CR'R%){Ce-C14 8ryl), and {CR’R*){4-10 membered heterocyciic), wherein sald
CgLq4 aryl and 4-10 memberad heterocyclic are optionally substlituted with at least one

26  substiiuent chosen from halo, C;-Cg akyl, -OR’, and -N(R'R®);

R* and R® ere indapendently chosen from hydrogen, haio, Cy-Cyo alkyl, C-Cyo
sikenyl, Cy-Cs alkynyl, {CR'R"){Ce-C1¢ aryl), and {CR'R%){4-10 membered hetsrocyclic),
wherein ssld Co-Cyy aryl and 4-10 membered heteracyciic are optionally substituted with at
least ane substituent chosen from halo, Cy-Cy, aikyl, -OR’, and -N(R'R™;

30 R® Is chosen from Cr-Cyq alkyl, Cs-Cig alkenryl, Cy-Cya alkynyl, ~{(CR'R*MCe-Cys aryi),
and {CR'R®(4-10 membered heterocyciic), and wherein sald Cy-Cy4 aryl and 4-10
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membered heterocyclic are optionally substituted with et least one substituent chosen from
halo, C-Cyo alkyl, -OR’, and -N(R'R®);

R’ and R? are Independently chosen from hydrogen, halo, C+-Cip alkyl, C1-Cyo alkaxy,
CxrCyo aliymyl, {CR’R"){Cq-Cy4 aryl), and (CR*R*)4-10 membered heterocyciic), wherein
said Cy-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally substituted with at least one
substituent chosen from halo, C-Cyo alkyl, -OR®, and -N(R'R");

esch R is Independently chosen frum hydrogen and C-Cyo alkyl; and

tis an ineger from0to &; .
salkd method comprising:

treating the compound of formula (I) with a biocatalyst In an aqueous solvent, an
omganic solvent, or a mixture of aqueous and organic solvents, to afford & sterecisomerically
enriched compound of formula (1) wherein R® Is hydrogen.

Another aspect of the present invention provides any of the methods described herein
for the resolution of a compound of formula (T), wherein:

Zis 0, 8, C=0, C=CH,, or {CR'R")-;

R’ Is ~(CR'R™\{Cq-C14 8ryl), -CHsCH=CHj, -C(O)R", -C{O)OR’, -C(O)C(O)YOR’, or
-S8R")a, wherein said Ce-Cy4 aryl Is optionally substituted with at leest one substituent chosen
from hala, Cr-Cio sikyl, -OR’, and -NR'R®Y;

R? end R* are Independently chosen from hydrogen and C-Cy alkytl;

R* and R* ere Independently chosen from hydrogen, halo, and Cr-Cyp alkyi;

R’ Is hydrogen;

R and R® are independently chosen from hydrogen, halo, Ci~C1o slkyl, C-C1o alkaty,
Cx-Coalkenyl, Co-Cyy alkynyl, {(CR°’R*)}{Cy-Cy¢ aryl), and {CR°R®){4-10 membered
heterocyclic), wherein said Cqs-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyciic are optionafly
substiivied with st least one substituent chosen from halo, C+-Cyp alkyl, ~OR®, and -N(R'R®);

esch R° Is Independently chosen from hydrogen and C-Cyg alkyl; and

tis an Integer from 0 to B.

in #ifl encther aspect of the present invention are provided any of the methods
described herein for the resolution of a compound of formuis (T), wherein:

2k O, 8, C=0, C=CH;, or {CR'R")-;

R} Is <{CHy){Cy-Css aryf), -CHCH=CHy, -C{O)OR’, or -C(O)C({O)OR’, wharein said
Cy-Cy a1yl I optionally subsifituted with at least ons substituent chosen from halo, Cy-Cy
alkyl, -OR’, and -NR'R®);
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R® and R” are independently chosen from hydrogen and C;-Cy alkyl;

R* and R® are independently chosen from hydrogen, halo, and C-Csq alkyt;

R* Is hydrogen;

R and R" are Independently chosen from hydrogen, halo, Cr-Cso aikyl, C-Cio alkoxy,
Cx-Cyp alkenyl, Cy-Cyo alkynyl, <(CR'R")(Co-C14 aryl), and {CR*R*){4-10 membered
heterocycilc), wherein sald Cg-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally
substituted with et least one substituent chosen from halo, Cy-Cg alkyl, -OR®, and -N(R*RY;

esch R Is ndependently chosen from hydrogen and C;-Cyc alkyl; and

t Is an Integer from 1 to 3.

In another aspect of the prasent invention are provided any of the methods described
herein for the resolution of a compound of formuia (), whersin:

Z i 0, §, C=0, C=CH;, or <{CR'R?)-;

R I8 <(CHy)(Ce-Cy4 8ryl), -CHzCH=CHy, -C(O)OR’, or -C(O)C(O)OR’, wherein saki
Ce-Cy4 aryl is optionaslly substituted with at least one substituent chosen from halo, C-Cio
slkyl, -OR’, end -N(R'R®); .

R* and R’ are Independently chosen from hydrogen, methyl, sthyl, butyl, and pentyt;

R* and R? are independently chosen from hydrogen, halo, methyl, ethyl, butyl, and
pentyl; '

R* Is hydrogen;
R’ end R® are indepandently chosen from hydrogen, halo, CrCy slicyl, C;-Cyq alkoxy,

Cz-Cioelkenyl, and Cg-Cy, aryl, wherein sald Cy-C4 aryl Is optionally substituted with st least
one substituent chosen from halo, Cy-C1q alkyl, -OR®, end -N(R*R®); and
each R® Is independently chosen from hydrogen and Cy-Cyg aliL

in stiil & further aspect of the preserit invention are provided any of the methods
described herein for the resolution of a compound of formuila (1), wherein:

28 0, 8, C=0, C=CHy, or (CR'R"-;

R' Is ~CHyPh, -C(O)OR", or -C(O)C(O)OR’;

R and R* are hydrogen;

R* and R® are Independently chosen from hydrogen and methyl;

R’ Is hydrogen; and

R" and R" are Independently chosan from hydrogen, halo, C+-Cso alkyl, and C~Cqo

alkaxy.

PCT/TB2004/003812
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The present invention also provides any of the methods described herelin for the
resolution of 8 compound of formula (I), wherein:
Z s O, 8, C=0, C=CHy, or {(CR'R")-;
R! Is ~CHzPh, -C(O)OCH,, -C{O)OC(CHa)s, or -C(0)C(0)OCH;;
6 R? end R? ere hydrogen;
R* and R® are independently chosen from hydrogen and methyl;
R is hydrogen; and
R and R® are Independently chosen from hydrogen, fiuarine, methyl, and —~OCHs.

10 In another aspect of the present invention are provided any of the methods described
herein for the resolution of @ compound of formuts (T), whereln:
ZisS;
R' is ~CH;Ph, -C(O)OCHj, -C(0)OC(CHa)s, or -C(O)C(0)OCH,:
R" and R? are hydrogen; :
15 R* and R® are methyl; snd \
R"is hydrogen.

in st 8 further aspect of the present Invention are provided any of the methods

described herein for the resclution of a compound of formula (1), wherein;
20 Z ls C=0, C=CHy, or <(CR'R")-; _

R’ s «(CR'R"){Ce-Cy4 ary), -CHsCH=CHy, -C(O)R’, -C(O)OR', -C(O)C(O)OR’, or
-Si{R")5, wherein sald Cg-C, aryl ls optionally substiluted with st least one substituent chosan
from halo, Cr-Cic alkyl, -OR’, and -N(R'R");

R" and R® are Independently chosen from hydrogen and C;-Co alkyl;

25 R* and R® are Independently chosen from hydrogen, halo, and C-Crp akyl;

R Is hydrogen;

R’ and R® ere independently chasen from hydrogen, halo, CrCy alkyl, Cr-Cio alkaxy,
CrCyoalkenyl, Cx-Cyo alkynyl, (CR*R®){Cy-C1s aryl), and CR°R%){4-10 membered
heterocyciic), wherein said Cg-C,4 aryl and 4-10 membered helerocyciic are optionally

30 substituted with at least one substituent chosen from halo, Cr-Cyo alkyl, -OR®, and -N(R'R®);
each R’ Is Independently chosen from hydrogen and C;-Cyo alkyl; and

t b an integer from 0 to 5.

Another aspect of the presant invention provides any of the methods described hereln
356 for the resolution of a compound of formula (I), wherein:



WO 2005084186 PCT/1B2004/003812

10

15

-13-

Z Is C=0, C=CHj, or<{CR'R");

R Is =CH3Ph, -CHaCH=CHy, -C{O)R’. -C(O)OR”, or -C(O)C(O)OR;

R® and R" are Independently chosan from hydrogen and Cy-Cyo alkyl;

R* and R® are independently chosen from hydrogen, halo, and Cr-C1o alkyl;

R® Is hydrogen;

R" and R? are Independently chosen from hydrogen, halo, C1-C alkyl, C-C1o akaxy,
Cr-Cioaikanyl, Cy-Cyp afkynyl, {CR*R*){Cq-C14 aryl), and (CR*R"){4-10 membered
heterocyciic), wherein sald Cg-C.y aryl and 4-10 membered heterocyciic are optionally
substituted with at least one substituent chosen from halo, C+-C alikyl, -OR®, and -N(R*R™);

each R%1s independently chosen from hydrogen and C-Cyq alkyl; and

t s an integer from 110 3.

in stib a further aspect of the present Invention are provided any of the methods
described herain for the resolution of a compound of formula (l), wherein:

Z le~{CR'R"-;

R! I8 =CHzPh, -CHsCH=CH,, C{0)OCH,, -C(O)YOC(CHa)y, or -C{O)YC({O)OCHS;

R' and R® are hydrogen;

R* and R" are Independently chosen from hydrogen and methyl, ethyl, butyl and
pentyl;

R* ia hydrogen; and

R’ and R® are Independently chosen from hydrogen, flucrine, chiorine, Cr-Cyo alkyl,
and Cy-Cyp alkoxy.

Ancther aspect of the presant Invention provides a method of preparing a
sterecisomerically enriched compound of formula (i),

Eﬂ

10~ 14

R Rﬂ 13 R (“)
wherein:

R" Is hydrogen, ~(CR'R"™)(C¢-Cu aryl), -CHCH=CHj, -C(O)R"™, -C(O)OR™,
-C(0)C(O)OR™, or -SR"®);, wherein sald C¢-Cys aryl la optionally substituted with at lesst
one subatituent chosen from halo, CrCyq alkyl, -OR™, and -NR™R'®);

R is hydrogen, Cr-Cy alkyl, Cy-Cyp ikenyl, Cx-C1 sikynyl, {CR'*R"*)MCy-Css ary),
or (CR'R'")(4-10 membered heterocyclic), wherein aaid Cg-Cy4 aryl and 4-10 membered
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heterocyclic are optionally substituted with at least one substiuent chosen from helo, Cy-Cyg
akyl, -OR", and -N(R*R™);

R' and R™ are Independently chosen from hydrogen, Ci-Cyo aliyl, Cy-Cye alkeny,
CrCro alkynyl, CR™®R™){Cy-Cy4 aryl), and {CR™R"®){4-10 membered heterocyciic),

5 wherein sald Ce-Cy4 aryl and 4-10 memberad heterocyclic are optionally substituted with st
leget one substituent chosen from halo, C-Cyo alkyl, -OR™, snd -N(RVR™), provided that R
and R™ cannot both be hydrogen;

R* Is hydrogen;
R' and R" sre independently chossn from hydrogen, halo, Cy-Cyg aflkyl, Ct-Cio
10 alkaxy, C2-Cioslkenyl, Cy-C1o alkynyl, {CR7R™){Cq-C1s aryl), and -(CR"R™)(4-10
membered heterocyclic), wherein sald Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyciic are
optionally substituted with at least one substituent chosen from halo, C;-Cyp alikyl, -OR", and
-N(R"R" :
each R" Is Independently chosen from hydrogen end C+-C5p elkyl; and
16 t s an integer from O to §; )
said method comprising:
fresting & compound of formula (i), wherein R™, R'!, R'™?, end R™ are s defined
sbove, and R" Is chosen from C4-Cyg alkyl, Cz-C1p alkanyl, Cz-C1o alikynyl, <(CR™R**){Ce-C14
ary)), and {CR"*R"®){4-10 membered heterocyclic), and wherein said Cy-Cy, aryl and 4-10
20 membered heterocyclic are optionelly substituted with st lsast one substituent chasen from
halo, C1~Cyo alkyl, -OR™, and -N(R'"R™), with a biocatalyst In an squeoua sokution, an organic
solvent, or & mixture of organic and aqueous solvents wherein at least one sterecisomer s

selectively hydrolyzed.

25 in il a further aspect of the present invention are provided any of the methods
described herein of preparing a sterecisomericelly enriched compound of formula (i),
wherein:

R™ Is—~(CR'*R™){(C¢-C4 aryl), -C(O)OR™, or -C(0)C(O)OR™, wherein sald Cy-Cy4
aryl s optionally substituted with at least one substituent chosen from halo, Cy-Cyp alkyl,

30 -OR™ and _N(RilRu,: )

R" 1s hydrogen, C1-Cqq alkyl, C1-Cio alkenyl, Cs-Cyo alkynyl, {CR'R"*){Cq-Cy4 ary),
or {CR¥R"")({4-10 membered heterocyclic), wherein sald C¢-Cy4 8ryl and 4-10 membered
heterocyclic are optionally substihied with ot least one substituent chosen from halo, C-Cyg
akyt, -OR", and -N(R*R'Y;



W 2005/054186 PCT/IB2004/003812

-15-

R*™ and R"™ are Independently chosen from hydrogen, C-Co alkyl, Cy-Cyp alkenyl,
Cr-Cyp alikynyl, -(CR™R")(C¢-Cyy aryl), and {CR"®R"*){4-10 membered heterocyclic),
whereln said Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally substituted with at
least one substituent chosen from hale, Cy-Cyq slkyl, -OR™, and -N(R™R™), provided that R®

§ and R™ cannot both be hydrogen;

R" Is hydrogen;

R" and R™ are independently chosen from hydrogen, halo, C-Cye alkyl, Cr-Cio
alkoxy, Cz-Croalkenyl, Cz-Cyp slkynyl, {CR"R"™){Cy-C14 ary), and {CR"R")(4-10
membered heterocyclic), whereln sald Cy-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyciic sre

10  optionally substituted with at least ons substituent chosen from halo, C1-Cyo alkyl, -OR", and
-N(R"R"):
each R"" Is independently chosen from hydrogen and C,-Cyo alkyl; and
t Ia an integer from O to 6.

15 In yet another aspect of the present invention are provided any of the methods
described herein of preparing 8 sterecisomerically enriched compound of formula (1),
wherein:

R™ 1s-C(0)OR™ ar -C{O)C(O)OR™;
R" I hydrogen or C-Cyo sikyt;

20 R' and R™ are Independently chosen from hydrogen, C+-C o alkyl, C2-C1o sikenyl,

and Cy-Cyo alkynyl, provided that R™ and R* cannot beth be hydrogen;
' R" s hydrogen; and
R Is Cy-Cyo alkyl.

25 in etili a further aspect of the present invention are provided any of the methods
described hereln of preparing a stereolsomerically enriched compound of formula (if),
wherein:

R" 1s-C(O)OR™ or -C(0)C(O)OR™;
R'Is hydrogen;
30 R™ Is hydrogen;
R'Is Cx-Cyo akkanyt;
R* is hydrogen; and
RYis Cy-Cyo akyl.



WO 2005054186 " PCT/IB2004/003812

10

156

-16-

Ancther aspect of the present Invention provides any of the methods described herein
of preparing a stereolsomerically enriched compound of formula (IT), wherein:;

R™ 1s-C{O)OR™ or -C(0)C{O)OR™,

R" Is hydrogen;

R'* is hydrogen;

R'is C4-C; aikenyl;

R is hydrogen; and

R'® ls ~<C{CHa)a.

The present invention also relates to methods of prepering a stereolsomerically
enriched compound of formula (l1A),
H i
R1°IN OH

\JA:FN::H‘
A
whaerein:

R s chosen from hydrogen, {CR¥R*®){C¢-C4 aryl), -CHzCH=CHa, -C(O)R",
~C(O)OR™, and -C(O)C(O)OR™,; and

each R* and R™ sre independently chosen from hydrogen, Cy-Cag alkyl, Cy-C1o
skoxy, Cr-Cioalkenyl, Cz-C1o alkynyl, {CR"R""){Ce-C14 8ryl), and -(CRR")4-10
memberad heterocyelic), wherein sald Cg-Cy4 8ryl and 4-10 membered hetlerocycilc are
optionally subsiiiuted with st least one substituent chosen from halo, C1-Cyp alkyl, -OR", and
_N(R'ITRTI :

each R" Is Independently chosen from hydrogen and C-C:; elkyl; and

t's an integer from O 1o 6;
said method comprising:

treating & compound of formula (liB),
H O

R1°fN 4
CHy
()

whersin R™ ls aa defined above, and R* Is C1-Cyq slity), with & biocatslyst In an
aqueous solution, an arganic solvent, or @ mixture of orgenic and aqueous solvents wherein
at least one stereolsomer is selactively hydrolyzed.
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Also provided In tha present invention are any of the methods described herein of
preparing a stereolsomerically enriched compound of formula (lIA), wherein R' Is
-C{O)OC(CHgh, sald method comprieing, treating a compound of formula (I1B), wherein R* is
as defined above end R' |5 methyl, with 2 biocatalyst In an equeous solution, an organic
solvent, or a mixture of organic and aqueous solvents wherein at Jeast one slerevisomer Is
selectively hydrolyzed.

Aleo provided in the present invention are any of the methods described herein of
preparing sterecleomerically enriched compounds of formulas (i) and/or (JIA), wherein sald
blocatalyst Is chosen from an elkaline protease, an esterase, a lipese, a hydrolase, and any
combination thereof. In ancther aspect of the present invention ere provided methods
wherein sald biocstalyst Is chosen from Klebsiella oxytoca, Asperglius melleus, Bacilius
subtflis, and Plg Liver esierase.

in still another aspect of the present invention are provided methods for the resolution

of & compound of formwia (I1),
z’ o
R~ )d*on'
R® a
wherein:

R' s hydrogen, —(CR'R"){Cq-C14 sy}, -CHyCHeCHy, -C(O)R', -C{O)OR’,
-C(O)C(O)OR’, or -8{Ry)s, wherein sald Cs-Cys ary! is optionally substituted with at lsast ons
substituent chosen from hala, Cr-Cyg alkyl, -OR, and -N(R'R";

R? s hydrogen, Cr-Cy, alkyl, Cz-Co alkenyl, Cz-Cio alkynyl, ~(CR'R*MCy-C1s aryl), or
~(CR'R®)(4-10 membered heterocycilc), wherein said Cs-Cy, aryl and 4-10 membered
heterocyclic are optionally substiiuted with at least one subsiituent chosen from halo, C;-Cyg
alkyl, -OR", and -N(R'RY;

R* and R* are Independently chosen from hydrogen, C+-C1o akyl, Cr-Cyg akenyl, Cy-
Cio alkynyl, {CR'R*}Ce-C14 aryl), and {CR'R"){4-10 membered heterocyciic), wherein said
Cy-C1¢ aryt and 4-10 membered heterocyciic are optionally substituted with at least one
substituent chosen from halo, C1-Cyg alkyl, -OR’, and -N(R'R%), provided that R® snd R*
cannat both be hydrogen;

R® Is chosen from C-Cia alkyl, Cr-Co alkenyl, C-Cyo alkynyl, {CR'R*){Ce-C1s any),
and -(CR'R"){4-10 membered heterocyciic), and whereln sald Cy-Cy, aryl and 4-10
membered heterocyciic are optionally substituted with at least one substituent chosen from

halo, C-Cp elkyl, -OR’, and -N(R'R%);

%2
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R” and R? are Independently chosen from hydrogen, helo, Cr-Cyo alkyl, C1-Cio alkoxy,
Cy-Cyoalkenyl, Cy-Cyp afkynyl, CR'R®){Ce-Cu 81Yl), and (CR’R’){4-10 membered
heterocyclic), wherein eaki Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally
substituted with at least one substituent chosen from halo, Cy-Cy slkyl, ~OR®, snd -N(R'R");

each R" is Independently chosen from hydrogen and Cy-C1o alkyt; and

t is an integer from 0 to 5;
sski method comprising:

treating the compound of formuia (i) with a blocatalyst in an aqueous solvent, an
organic solvert, or & mbdure of aqueous and organic solvents, o afford a stereolsomerically
enriched compound of formula (1II) whereln R® ls hydrogen.

In stid a further aspect of the present invention are provided methods of prepering a
stereolsomerically enriched compound of formula (I,
R11
10/" 14
R Rt! 13 R (“)
whereln:

R® s hydrogen, (CR'*R™}Ce-Cy aryl), -CH;CH=CH, -C(O)R™, -C(OJOR™,
-C(O)C(O)OR™, or -SI(R"%),, wherain sald C¢-Cy aryl Is optionally subetftuted with at least
one substituant chosen from halo, Cr-Cyg aliiyl, -OR™, end -N(R'*RY);

R" Is hydrogen, C1-Cx alkyl, Cz-Cyo akenyl, Cz-Co alkynyl, CR"R*){Ce-Cy, aryl),
or -(CR™R'®){4-10 membered heterocyclic), wherein saki Cg-Cys aryl and 4-10 membered
heterocyciic ere optionally substituted with at least one substituent chosen fram halo, C-Cyp
sikyl, OR'Y, and -NR'R™);

R" and R™ are independently chosen from hydrogen, Cy-Cyg alkyl, Cz-Cyo alkenyl,
C+-Cyp akynyl, -(CR™*R*){Ce-C14 aryl), and {CR*R™®)(4-10 membered heterocyciic),
wherein ssid Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyciic are optionally substituted with at
least one substituent chosen from halo, C,-C1q afkyl, -OR™, and -N(R'°R'%), provided that R™
and R™ cannot both be hydrogen;

R Is hydrogen;

R™ and R are independently chosen from hydrogen, hslo, Cy-Cyo alkyl, C+C1o
alkaxy, C¢-Cyo slkenyl, Cr-Cyo alkynyl, (CR"R"}{Ce-C1s ary), snd {CR"R™)(¢-10
memberad hatarocyclic), wherein said C¢-Cyy aryl and 4-10 membered heterocyciic are
optionally substiuted with &t least one substituent chosen from halo, Cy~Cyo alkyl, -OR”, and

_N(RﬂR‘l"):

A
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aach R"" is Independently chosen from hydrogen and C1-Cy alkyl; and

tis an integer fromOto 5;
sald method comprising:

()  fresting a compound of formula (If), whereln R™®, R", R, R™, and R* are as

6 dsfined above, with a chiral, non-racemic base to afford a mhdure of disstersomeric saits;

m separuting sald diastereomaeric sajts from each other; and

(an converiing said diastsreomeric salt to a stereclsomerically enviched
compound of formula (II).

10 In yet ancther aspact of the present iInvention are provided methods for the resolution
of a compound of formula (1),
1
R" o
R""N R4
R12 R“ ‘“)
wherein

R Is hydrogen, —(CR"R'*}{Cs-Cy aryl), -CH;CH=CHj, -C{O)JR™, -C(O)OR™,
16  -C(O)C(O)OR™, or-Si(R',, wherein sald Co-Cy4 aryl is optionally substituiad with a2 least
one substiiuent chosen from halo, Cy-Cyo alkyl, -OR', and -NR™R');

R" Is hydrogen, Cy-Cyp alkyl, Cr-C1o alkenyl, C-Co alkynyl, {CR'R"*)}{Ce-Cyy aryl),
or {CR™R"®),(4-10 membered hetsrocyclic), wherein sald C¢-Cy aryl and 4-10 membered
heterocyclic are optionally substituted with at least one substituent chosen from halo, C1-C1o

20 ek, -ORY, and -N(R*R™);

R* and R" are Independently chosen fram hydrogen, C1-Cyo aliyl, Cr-Co alkenyl,
CrCro alkynyl, -(CR™RY%)(Cs-C:14 aryl), and {CR'®R"**)(4-10 membered heterocycic),
wherein said Cy-Cy a1yl &nd 4-10 membered heterocyciic are optionally substihsted with at
least one substituent chosen from halo, C-Cyo alkyl, -OR, and -N(R™R™), provided that R™

25 and R'™ cannot both be hydrogen;

R is hydrogen;

R" and R' are Indepandently chosen from hydrogen, halo, Cr-C alkyl, C-C1p
alkexy, Cz-Cio alkenyl, Cy-Cyo alkynyl, {CR"R™){(C¢-C14 anyl), and (CR"R™){4-10
membered heterocyclic), whereln said Ce-Cyy aryl and 4-10 membered hetarocyclic are

30 optionally subsiftuted with at least one substituent chosen from halo, Cr-C1o alkyl, -OR", and
NRR7);

each R Is independently chosen from hydrogen and C;-Cyo afiyl; and

tls an integer from D io 6;

TSN
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sald method comprising:

(M  tresting a compound of formula (I7), wherein R, R", R%, R®, and R" are g
definad above, with a chiral, non-racemic base {o afford a mbdure of diastareomeric salts;

m soparsting sald digstereomaric salls from each cther; and

()] converting sald diestereomeric salt to a stereclsomerically enriched
compound of formuta (ll).

The preseant invention also relates to methods of resciving a compound of formula

(WA),
H O
R‘u’ NJ»!JLG.'
CHy (1A)
whereln:

R" Is chosen from hydrogen, CR™R™)(C¢-C14 aryf), -CHzCH=CHg, -C(O)R™,
-C{O)OR"™, and -C(0)C(O)OR™; and _

each R" and R* are independently chosen from hydrogen, C;-Cyg slkyl, C+-C1e
akoxy, C-Croalkenyt, Cz-Cyp alkynyl, (CRR")(C¢-C 1 aryl), end {(CRRY)(4-10
membered heterocyciic), wherein sald Cg-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are
optionally substituted with at least one substiuent chosan from halo, Cr-Cio alkyl, -OR™, and
-MR"R" .

' each R" is Independently chosen from hydrogen and C4-Cyp alkyl; and

t ks an integer from D fo 5;
saki method compiising:

) tresting & compound of formula (I1A), wherein R'® is as defined above, witha
chiral, non-recemic base 1o afford a mixture of diasterecmeric ssits;

()] separating sald diastereomeric salts from sach other; and

(m) converling sald diastereomeric sait to a stereclsomerically snviched
compound of formula (lIA).

Also provided In the present inveniion are any of the methods described herein of
resolving a compound of formuia (ILA), wherein R* Is ~-C(0)OC(CHa)s.

Also Incdluded in the present invention are any of the methods described hersin of
resolving a compound of formula (LA), wherein sald chiral, non-recemic base is elther (R)-(-)-
2-phenyiglycinel or (S)-(+)-2-phenyiglycinol, Other resolving agents usefid in the present
invention include cther chiral, non-racemic amines Including, but not fimited to, alther
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enantiomer of 2-amino-1-phenyl-1,3-propanediol and elther enantiomer of 1-phanyl-1-
aminosthane.

As used herein, the terms “comprising” and "including” are used In thelr open, non-
limRting sense.

As used hereln, the term “HIV" means Humen Immunodeficlency Virus. The term
"HIV protease,” as used herein, means the Human immunodeficiency Virus proteasa snzyme.

The term " C-Cy akyl ", a8 used herein, unless otherwiss indicated, includes
satursied monovalent hydrocarbon radicals heving straight, branched, or cyciic moisties
(inchuding fused and bridged bicyciic and splrocyciic moleties), or a combination of the
foregoing moleties, and containing from 1-10 carbon atoms. For en akyl group to have cyclic
moleties, the group must have at least three carbon atorms. Exampies of such groups include,
but are not imited to, methyl, ethyl, propyl, lso-propyl, n-butyl, iso-butyl, tert-butyl, and such.

The term "CyC, akenyl™, as uced herein, uniess otharwiss indicated, includea akyl
moieties having et least one carbon-carbon double bond whereln alkyl Is as defined above and
including E and Z Isomers of sald alkenyl moiety, and having from 2 to 10 carbon atoms.

Tha term "Cy-Cy akynyl", as used herein, unless ctherwisa indicated, includes alkyl
moisties having at least one carbon-carbon triple bond wherein akyl Is as defined above, and
contsining from 2 t© 10 carbon stoms. .

A "C3Cyp cycloakyl group” Is intended to mean a satursted or partislly saturgisd,
monocyclle, or fused or epiro polycyciic, ring structure having a total of from 3 to 10 carbon
ring atoms (but no heterostoms). Exemplary cycloalkyls Inciude cyciopropyl, cyclobutyl,
cyclopentyl, cyciopentenyl, cyclohexyl, cycioheptyl, ademantyl, and ke groups.

The term "Ce-Cyp aryl", 88 used hersin, unless otheswise indicsied, includes an
organk radical derfved from an arometic hydrocarbon by removal of one hydrogen, such as
phenyl or naphthyl. The terms “Ph” and *phenyl,” as used herein, meana -CeH; group.

The term “4-10 membered hetarocyciic®, es used herein, unless otharwies indicated,
inchudes aromatic and non-aromatic heterocydlic groups contalning one to four heteroatons
each selected from O, § and N, wherein each heterocyclic group has from 4-10 sioms In ks ring
system, and with the proviso that the ring of sald group does not contsin two adjacent O or 8
sioms. Furthermore, the sulfur atoma contained In such heterocyclic groups may be cddized
with one or two sulfur stoms. Non-aromatic heteracyelic groups include groups having only 4
gtome in thelr ring system, but aromatic heterocyciic groups muat have el lesst 5 atoms in their
ring aystam. The heterocyclic groups include benzo-fused ring syelems. An exampie of & 4
membered heterocyclic group Is axetidinyl (derived from exelidine). An example of a &
membered heterocyclic group is thiazolyl and an exampie of a 10 membered heterocyclic

A

K,
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group Is quinoiinyl. Examples of non-sromatic heterocycliic groups are pyrroliding,
tetrahydrofuranyl, dihydrofuranyl, tetrshydrothienyl, tetrahydropyranyl, dhydropyranyl,
tetrahydrothlopyrenyl, piperidino, morphoino, thiomorpholino, thimmnyi, piperazinyl,
azetidinyl, oxelanyl, thietanyl, homopiperidinyl, oxepanyl, thiepanyl, comzepinyl, diazepiryl,
thiazepinyl, 1,2,3,8-tetrahydropyridinyl, 2-pyrrolinyl, 3-pyrmroiinyl, Indolinyl, 2H-pyranyl, 4H-
pyrenyl, dioxenyl, 13-dioxolanyl, pyrazolinyl, dithlanyl, dithiolanyl, diydropyranyl,
dihydrothienyl,  dihydrofuranyl, pyrazoiidinyl, Imidazolinyl, Imidazolidinyl, 3-
azabicyclo[3.1.0}hexanyl, 3-azabicyclof4.1.0Jheptanyl, 3H-indolyl and quinokzinyl. Examples
of aromatic heterocyclic groups aere pyridinyl, imidezolyl, pyrimidinyl, pyrezolyl, triazolyl,
pyrazinyl, tetrazolyl, furyl, thlenyl, lsoxszolyl, thiarolyl, oxazolyl, iscthiarolyl, pymolyl,
quinolinyi, Isoquinolinyl, Indolyl, benzimidazolyl, benzofuranyl, cinnolinyl, indazolyl, indoltzinyl,
phthalazinyl, pyridazinyl, triazinyl, lsoindolyl, pteridinyl, purinyl, cxadiazolyl, thiadiazolyl,
furazanyl, benzofurazanyl, benzothiophenyl, benzothlarolyl, benzoxarolyl, quinazolinyl,
quinoxalinyt, naphthyridinyl, and furopyridingl. The foregoing groups, as derived fom the
groups Ested above, may be C-attached or N-atteched where such Is posalble. For inetance, a
group derived from pyrrole may be pyrmol-1-yl (N-sttached) or pyrrol-3-yl (C-etiached). Further,
a group derived from imkiazole may be imidazol-1-yl (N-atiached) or imidazol-3-y1 (C-atiached).
An exampie of a heterocyclic group whersin 2 ring carbon gloms are substituted with axo (=0)
moleties Is 1,1-dicxo-thiomorpholinyl.

A "hetercaryl group® s Iniended to maan a monocyciic or fused or spiro polycydike,
aromatic ring structure having from 4 to 18 ring stoms, Including from 1 io 6 heleroatoms
selecied from nitrogen, oxygen, and sulfur. |lusirative Examples of heteroaryl groups Include
pyrrolyl, thienyl, oxazolyl, pyrszolyl, thiazolyl, furyl, pyridinyl, pyrazinyl, triszolyl, tetrazolyl,
indolyl, quinolinyl, quinoxalinyl, benxthiazolyl, berzodioxinyl, benzodloxolyl, benzocxazolyl,
and the Eke.

The term “"skoxy”, as used herein, uniess otherwise indicated, inciudes O-alkyl groups
wherein alkyl Is a8 defined above.

The terms “halogen® and "halo,” as used herein reprasent chiorine, fluorine, bromine
or lodine.

The term “substituted," means that the specified group or molety bears one or more
substiuents. The term "unsubstiiuted,” means that the specified group bears no substituents.
The term "optionally subsittuted” means that the specified group is unsubstihted or
substituted by one or more substiuants.
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In accordance with a convention used In the art, the symbol % Is used in structural
formulas herein to depict the bond thai Is the point of attachment of the molety or substituant
to the core or backbone siructure. In accordance with another convention, In some stuctural
formulae herein the carbon stoms and thelr bound hydrogen atoms are not explicily depicled,

e.g- 7~ represents a methyl group, N represants an eothyl group,

Ompmemucvclopenm group, etc.

The term “sterecisomers” refers to compounds that have identical chemical
constitution, but differ with regard to the arrangement of thelr atoms or groups In space. In
perticular, the term "enantiomere" refers o two sterecisomers of 8 compound that are non-
superimposable mirror images of one ancthes. The terms "racemic” or *racemic mixiure,” as
used hereln, refer io a 1:1 mbdure of enantiomers of a particular compound, Tha term
“disstereomers”, on the other hand, refers o the relationship beiwesn a palr of sterecisomers
that comprise two or more ssymmetric centars and are not mimor images of one another.

The term “stereochemically-enriched” product, when used hersin, refers to a reaction
product whereln a particular sterecisomer Is present in a statistically significant grester
amount relative 1o the other possible sterecisomeric products. For example, a product that
comprises more of one enanfiomer than the ather would constitute 8 stereochemically
enrichad product. Similarly, a product that comprises more of one diasierecisomer than
others would also constitute a sterecchamically enriched product. The methodas and
processes contained herein are sald to afford a “stereochemically enriched “ product. In such
cases, the methods and proceases contained herein begin with 2 mixture of sterecisomeric
compounds In which all poselble sterecisomers are present In sbout an equal emount snd
afford a product In which st least one sterecisomer is present in a stafistically significant
greatsr amount than the others.

if the starting materiat constihies a mbdure of stereolsomers, such as a recemic
mixture, cne stereolsomer may react more siowly then the cther In the presence of a chiral,
non-racemic reagent or catalyst, such as a biocatalyst, an optically active base, or an optically
active acld. Such a reaction may be referred to hereln as a kinetic resolution, wherein the
reactant enantiomers are resolved by differential reaction rates to yleld both stereochemically-
engiched product and stereochemically-enriched, unreacied starting material. Kinetic
resolution Is usually achieved by the use of a sufficient amount of a chiral, non-racemic
reagent or catalyst to react with only cne etereclsomer of the staring material.
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The term “chiral, non-racemic bass," as used hereln, means a basic compound that
can exist in enantiomeric form and s not present in an equal amount with its comespondingly
opposite enantiomer. For example, the compound 2-phenyiglycinol exdsts as two
enantiomers of opposite configuration, the so-called (R)- and (S)-enantiomers. If the (R)- and_
the (S)-enantiomers are present In equal amounis, stich a mixture Is seld to be “racemic.” I,
however, one enantiomer is present in an amount greater than the other, the mixture s sald
to be "non-racemic.”

The terms "resolution” and “resolving” mean a method of physically sepamting
sterecisomeric compounds from a mixture of stereolsomers, such as a racemic mixture
comprising two enantiomers of a particular compound. As used herein, "resolution” and
“resolving” are meant to include both partial and complete resolution.

Tha ferms "enzymatic process,” "enzymaiic method,” "enzymatic reaction,” or
"enzymatic resolution,” denote a process or method or reaction of the present invention
employing an enzyme or microorganism.

The term "blocatalyst,” as used herein refers to an enzyme or mixture of enzymes
that can be obtalned from animals, plants, microorganisms, and the lika. The enzyme or
enzymées may be employed in any form such as in a purified form, a crude form, e mbdure
with other enzymes, a microblal fermentation broth, a fermentation broth, a microbial body. @
filtrate of farmenistion broth, and the llke, efther solely or in combination. In addition, the
enzyme or microbiel body may be immobliized, such as on a resin, or may be In solid form,
such as In the form of a cross-linked enzyme crystal.

Furthermore, a "sterecselective process” Is one that produces a pariicular
siereolsomer of a reaction product in preference to other poselble sterecisomers of that
product. Enantlossiectivity ls generally quantified as "enantiomeric excess" (ee) defined as
follows: [9 enantiomeric exceass A(ee)=(% enantiomer A)-(% enantiomer B)}, where A and B
are the enantiomeric producis formed from the etarting materials.

The compounds of the present Invention may have asymmetric carbon atoms. The
carbon-carbon bonds of the compounda of the present invention may be depicted herain
using a eolid line ( ). @ solid wedge ( —=""2) or a dotied wedge (~"™2), The use
of a solld fine to depict bonds to asymmetric carbon atoms is meant to Indicate thet all
possible stereclsomers at that carbon atom are Included. The use of elther a solid or dotted
wedge to depict bonds to asymmetric carbon eloms is meant to indicate that only the
stareclsomer shown Is meant to be included. i is possible that compounds of the invention
may conialn more than one asymmetric carbon stom. In those compounds, the use of a solid
fine to depict bonds io asymmetric carbon atoms Is meant to Indicate thet all possible
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starecisomers are meant to be included. The use of a solid line to depict bonds to one or
more asymmetric carbon atoms In a compound of the invention and the use of a solid or
dotted wedge to depict bonds to other asymmetric carbon atoms in the same compound Is
meant to Indicate that a mbdure of dlastersomears is present.

The ferm “tresting,” as used herein, means alowing at least iwo chemical reactants i
come Ino contact with one encther such that a chemical reaction or transformation can taks
place. For example, in the processes of the present Invention, a compound of formula (If)
may be treated with a chiral, non-racemic base to efford a salt as a product of a chemical
reaction. In such reactions, the compound of farmula (Il is said to be treated with the base.
Such reactions can occur in the solld phase, fiquid phase, gas phase, in solution, or a
combination of any of the foregoing depending on the identity of the reaclants and their
physical properties.

The terms “separating” or "seperated,” as used herein, mean e process of physically
Isolating st least two different chemical compounds from each other. For example, If a
chemical reaction takes place and produces at least two products, (A) and (B), the process of
isolating both {A) and(B) in pure form Is termed "separating” (A) and (B).

The term “hydrolyzed,” as used herein, means a chemical reaction, which may be
mediated by a blocatalyst according to the pressnt Invention, in which an ester, an amide, or
both are converied into their corresponding carboxyfic acid derivatives. For exampie, fa
reaction converts a compound of formula (1), wherein R® Is other than hydrogen to a
compound of formula ([} whereln R* is hydrogen, the compound of formula (1) ls esld to have
been hydrolyzed,

The term “converting,” as used herein, means allowing a chemical reaction to take
place with a starting material or materials o produce a different chemical product. For
example, if chemical reactants (A) and (B) are sllowed to react with each cther to produce
product (C), starting materials (A) and (B) can be sald o have “"converied” to product (C), or t
can be sakl that (A) was “converiad® fo (C), or that (B) was "converted" to (C). Furthermore,
In the procasses of the Invention, salt forms of compounds of formula (I) are said o be
*converted” to a compound of formula (). In such cases, the term "converted” means that the
non-salt form of a compound of formuia (I) was prepared from the comreaponding sall form,
usually by reaction with an appropriate acid, base, or combination of an acid and a base.

Solutions of individual sterscisomeric compounds of the present Invention may rotsts
plane-polarized light The use of elther a “(+)" or *(-)" symbol in the name of a compound of
the Invention Indicstes that a solution of & particular sterecleomer rotates plane-polerized fight
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in the {+) or {-) direction, as measured using techniques known to thoss of ordinary skill in the
art
DRETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Diastereomeric mixtures can be separated into their individual diastereomers on the
basls of their physical chemical differences by methods known to thosa skilled In the ert, for
example, by chromatography or fractional crystalizetion. Enantiomers can be separated by
converting the enantiomeric mhdures Inio a diastersomeric mixture by reaction with an
appropriate optically active compound {e.g., sicohol), separating the diasiereomars and
converting (e.g., hydrolyzing) the individusl diestereomers to the corresponding pure
enantiomers. All such isomers, including diastereomeric mixtures and pure enantiomers ere
considered gs part of the Invantion.

. Altemnatively, Individual siereoisomeric compounds of the present Invention may be
prepared In enantiomerically enriched form by asymmetric synthesls. Asymmetric syntheals
may be performed using techniques known to those of sidll In the art, such as the use of
asymmetric starting materials that are commercislly avallable or readlly prepared using
methods known to thoea of ardinary skill in the art, the use of asymmetric auxdflaries that may
be removed st the completion of the synthesis, or the resolution of intermediste compounds
using enzymatic methods. The choice of such a method wilt depend on factors that include,
but are not limited to, the avallability of starting materials, the relafive efficency of a method,
and whether such methoda are useful for the compounds of the invention containing particular
functional groupe. Such cholces are within the knowladge of one of ordinary aldil in the art.

When the compounds of the present invention contain asymmetric carbon stoms, the
derivative salts, prodrugs and solvates may exiat as single stereclsomers, racametes, and/or
mixtures of enantiomers and/or diastereomers. All such single sterecisomers, racemates,
and mixtures thereof are intended to be within the scope of the present Invention.

As generally understood by thosa skilled in the ast, an optically pure compound ls one
that is enantiomerically pure. Preferably, an optically pure compound according to the
present invention comprises at laast 80% of a single stereoisomer (80% enantiomeric
excess), more preferably at least 85% (90% e.e.), even mare preferably at least 67.5% (86%
e.8.), and most preferably at least 89% (88% e.e.).

It a derivative used In the method of the Invention Is a base, a desired salt may be
prepared by any suitable method known to the art, including treatment of the free base with
an inomganic acid, such as hydrochioric acid; hydrobromic scid; sulfiric add; nitic acld;
phosphoric acid; and the like, or with an organic acld, such ss acstic acid; maleic acid;
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succinic ackd; mandelic acld; fumaric acid; malonic acid; pyruvic ecid; oxalic acid; glycolic
acid; salicylic acid; pyranosidyl acid, such as glucuronic acid or galacluronic scid; alpha-
hydroxy acid, such as citric acld or tartaric acid; amino acld, such es aspartic acld or glutamic
ecid;: aromatic ackd, such as benzolc acid or cdnnamic acld; sulfonic acld, such as p-
tolusnesulfonic acld or sthanesulfonic acid; and the lke.

nnde}lvaﬂveusedInihemamodolilnlnmﬂnnhmadd.ldnhdultmyha
prepared by any sultable method known to the art, Including treatment of the fres acid with an
Incrganic or organic base, such as an amina (primary, secondary, or tertiary); an akall metal
or akaline aarth metal hydraxdde; or the like. IHustrative Examples of sultable salts include
orgsnic ssits derived from amino acids such aes glycine and arginine; ammonia; primary,
eecondary, and lertlary aminea; and cycic amines, such es piperidine, morphofine, and
piperazine; as well as Inorganic salts derived from sodium, calclum, potassium, magnesium,
manganese, iron, copper, zinc, aluminum, and {ithium.

in the case of derivatives, prodrugs, salts, or solvaies thet are solide, it ls understood
by those ekilled in the art that the derivatives, prodrugs, salls, and solvates used in the
method of the Invention, may exist in different polymorph or crystal farms, all of which are
Intended to be within the scope of the present Invention and specified forrulas. in addition,
the derivetive, salis, prodrugs and solvetes used In the method of the invention may exist as
tautomers, all of which ere Intended to be within the broad scope of the present Invention.

The compounds of the present invention that are basic in nature are capable of forming
a wide variety of different salts with various Inorganic and orgenic acids. Although such salls
must be pharmeceutically accepishle for administration to animals, it is often desirable In
practice to initially leolate the compound of the present invention from the reaction mixiure as a
pharmaceutically unaccepiable sek and then simply convert the lstier back to the free base
compound by treaiment with en alkaline reagent and subsequently convert the Istier free base
to a phamaceutically accepieble acid eddiion esait The acid addition eslts of the base
compounds of this invantion are readily prepared by tresiing the bese compound with a
substantielly equivalent amount of the chosen mineral or orgenic acid in an aqueous solvent
medium or in a sultable orgenic solvent, such as methanol or ethanol. Upon careful svaporation
of the soivent, the desired solid sak Is readlly obtained. The desired ackl seit can also be
precipitated from a solution of the free base in an organic solvent by adding to the solution an
appropriate mineral or organic acld.

Those compounds of the present invention that are acidic In nature are capable of
forming bese salis with variouvs phamacologically accepiable catlons. Examples of such
salts include the alkell meial or alkaline-earth metal salts snd particularly, the sodium and
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potassium salts. These salts are all prepared by convertional techniques. The chemical
bases which are used as reagents fo prepare the phamacsutically acceptable base salts of
this invention are those which form non-toxic base salls with the acidic compounds of the
present Invenlion. Such non-icxdc base salls include those derived from such
pharmacologically scceptable cations es sodium, potassium, caichum and magnesium, ste.
These salts can easlly be prepared by tresting the comesponding ackdic compaunds with an
aqueous solution containing the desired pharmacologicaly acceptable cations, and then
evaporsting the resuliing solulion to dryness, preferably under reduced pressure.
Altemaiively, they may also be prepasred by mbdng lower alkanolic solutions of the acidic
compounds and the desirad alkall metal alkoxide together, and then evaporsting the resulting
solution to dryness in the same manner as before. In either casa, stoichiometric quantities of
reagenis are preferably employed In order to ensure completeness of reaction and maximum
ylelds of the desired final product

The activities of the enzymes used in this invention are expressed in "units®, Units
are defined as the rate of hydrolysls of p-nitrophenyl propionate per minutes as axpressed In
pmol/min at room temperature.

Specific examples of the enzymes that may be used sccording fo the present
invention are thoee obiained from animal and plants such as cow [lver estemase, pig Iver
esterase, pig pancress eclerase, horee iver esterase, dog Uver esterase, pig phosphatass,
amylasa obteinable from bariey and potato and lipase obtainable from whesat. Other
examples are hydrolasas obtained from such microorganiams as Rhodotorula, Trichoderma,
Candida, Hansenula, Pseudomonas, Bacllius, Achromobacier, Nocardia, Chromobactarfum,
Plavobacterium, Rhizopus, Mucor, Asperpliius, Alksligense, Pediococcus, Kisbsisla,
Geaofrichum, Lactobaccilus, Cryptococcus, Pichia, Aurecbaskiium, Actinomucor,

Enterobacter, Torulopsls, Corynebacterium, Endomyces, Saccaromyces, Arthrobacter,
Metshnikowia, Pleurctus, Streplomyces, Proteus, Gliocladium, Acetobacter,
Helminthosporium, Brevibecterium, Escherichla, Cltrobacter, Absidia, Micrococcus,
Microbacterium, Peniclliiium and Schizophylium as well as from lichen and aigee.

Specific sxampies of the microorganisms useful in the presertt invention Include, but
are not [imited to, Rhodotonula minuta, Rhodotorula rubra, Candida krusel, Candida rugosa,
Candida tropicalis, Candida utfius, Pseudomonas fragl, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluoreacens, Pseudomonas seruginosa, Rhizopus chinensls, Mucor pusilius, Asperglius
niger, Akaligenes fascalls, Torulopeis emobli, Bacillus cereus, Bacllius subtiie, Baclius
pulmiius, Bacilus subtiis var. niger, Cltrobacter freundl, Micrococcus varians, Micrococcus
hteus, Pediococcus acidiacilcl, Kiebslela pneumoriae, Absldia hyslospora, Geotrichun
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candidum, Schizophyllum commune, Nocardia uniformis subtsuyanarenus, Nocardia
uniformis, Chromobacterium chocolaium, Hansenula anomala var. ciferll, Hansenula
enomala, Hansenula polymorpha, Achromobactsr lyticus, Achvomobacter parvulus,
Achromobacter sinplex, Tondopsis candida, Corynebactsrium sepedonicum, Endomyces
geotrichum, Saccaromyces carrvislal, Arthrobacter globiformis, Streptomyces grisens,
Micrococcus luteus, Enterobacter cloacae, Corynebacterium ezul, Lacto baclius casel,
Cryptococcus albidus, Pichla polimorpha, Peniciliium frezuentans, Aureobasidium pulluians,
Actinomucor elegans, Streptomyces grisens, Proteus vuigaris, Gliociadium roseum,
Gliocladium virens, Acetobacter aurantius, Helminthosporium sp. Chromobacterium lodinum,
Chromobacterium violaceum, Flavobacterium kstescens, Metschnikowia pulcherrima,
Pleurotus ostreatus, Brevibacterium ammoniagenes, Bravibacterium divaricetum, Eacherichia
coll, Rodotolura minuta ver. texensls, Trichoderma longlbrachiatum, Mucor Javenicus,
Flavobacterium arbonescens, Flavobacterium heparinum, and Flavobacterium capsulatum.

Examplary, commercially avallable enzymes sultable for use in the present invention
include lipases such as Amano PS-30 (Pseudomonas cepacin), Amano GGC-20 (Geotrichum
candidum), Amano APF (Aspergiius niger), Ameno AK (Pseudomonas sp.), Pasudomones
fluorescens Ipase (Blocatalyst Lid.), Amano Lipase P30 (Pseudomonas ap.), Amanc P
(Pseudomonas fluorescens), Amano AY-30 (Candida rugosa), Amano N (Rhizopue niveus),
Amano R (Peniciilium sp.), Amano FAP (Rhizopus oryzae), Amano AP-12 (Aspergiius niger),
Amano MAP (Mucor melhel), Amano GC4 (Geotrichum candidum), Sigma L-0382 and L-
3126 (porcine pancreas), Lipase OF (Sepracor), Eeterase 30,000 (Glst-Brocades), KID
Lipase (Glst-Brocades), Lipase R (Rhizopus sp., Amano), Sigme L-3001 (Wheat germ),
Sigma L-1754 (Candida cytindracea), Sigma L-0763 (Chromobacierium viscosum) and
Amano K-30 (Asperglliue niger). Additionally, exemplary enzymes derived from animal tissue
includa esterase from pig liver, chymotrypain and pancreatin from pancreas such as Porcine
Pancrestic Lipase (Sigma). Two or more, as well s a single, enzyme may be employed
when camying out the process of the present Invention.

The buffer medium may be Inorganic acid sak buffers (e.g. potassium dihydrogen
phosphats, sodium dihydrogen phosphate), organic acid salt buffers (e.g. sodium ciirate), or
any other suitable buffer. The concentration of the buffer may vary from 0.005 t0 2 M,
prefarably from 0.005 to 0.5 M and will depend on the pecific subject compound and the
enzymes or microorganism used.

A surfactant or mbdure of surfactents may be added to the reaction mbxure to
solubllize the subetrste. Examples of sultable surfactants include, but are not Bmited to,
nonlonkc surfactants, such es akylaryl polyether alcohols. One such surfactant that may be
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used Is octylphenoxy polyethoxyethanol, commercially avaliabie as Triton X-100 (from Sigma
Chemical Company). An effective amount of a surfactant is used. The amount used can vary
from 0.05% 1o about 10%, depending on factors such as, but not §mited to, the [dentity of the
reaciant or reactants, the identity of the product or products, the solvents and/or cosolvents
used, and the preferred method of Isolating the desired product or producis. Whether such a
surfactant or surfaclants are necessary, the cholce of a particular surfactant, and the amount
used, are all cholces within the knowledge of one of ordinary eidll In the ert and can be
determined without undue axperimentation.

An amount of an organic solvent or mbdure of solvents may be added to the reaction
mbdure to increase reaciant or product solubliity to faciitate the reaction. Examples of
suliable solvents include, but are not limited to, acetonibile, ietrahydrofuran,
dimethylsulfoxide, N,N-dimethylformamide, methyl alcohol, ethyl alcohol, and lso-propyl
sicohol. Effective amounts of a co-solvent are from 1% to about 50% depending on the
specific starting materials and enzymes and/or microorganiam used. Whether such solvernis
are necessary, the identity of the solvent or soivents, and the amount of the soclvent used are
all choices within the knowiedge of one of ordinary skill in the art and can be determined
without undue experimentation.

The pH of the buffers or the pH of the reaciion mixtures harein may be maintained
from about 4 to about 10, from about 5 to about 8, or from about 7 to about 8. .The reaction
emperature may vary from about 0 10 about 100 °C, and will depend on the Identity of the
starting materiale, the blocatalyst used, and the solvent or mixture of solvents used. The
resction time Is generally from 1 hour to 400 howrs and will depend on the identity of the
starting materials, the blocatalyst used, and the solvent or mbxure of solvents used. Reaction
progress may be monHored by an appropriate analytical method, such as high-performance
iquid chromaiography (HPLC), reverse-phase HPLC, mass speciroscopy, proton nuclear
magnetic resonance spectroscopy (NMR), or a combination of techniques, such as liquid
chromatography/mass spectroscopy (LC/MS). The stereoselectivity of the reaction may be
monliored or determined using techniques known to those of ordinary ekl in the art, such es
the use of HPLC with & chiral stationary phase. The conversion of starting materisis may be
carmied fo approximately 50%, sfter which the product acid and the unreacied starling material
can be leclated.

The amount of enzyme used may vary from ebout 5 units io about 12,000 units of
enzyme per mole of starting materials. The amount of a specific enzyme or mbdure of
enzymes required will dapend on factora that nclude, but are not limited to, the lemperature,
the specific subject compound, the enzymes and/or microorganiam ueed, and the desirable
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reaction ime. k may slso be desirable to use an excess of the enzymes or the enzymes in
some cases to afford a practically short reaction time, especially when the enzymes are
Immobiiized and can be reused for many tumovers. The concentration of the ester substrate
may be from 0.1 g/ to 100 g/L. and depends on the specific subject compound end the
anzyme and/or microorganiam usad.

The enzymes and/or microorganisme used In the present Invention may be In crude
form or in an immoblized form. They can be immobikzed on various solid supports without
loss of sterecspecificity or change In stereo selectivity. The solid supporis can be Inert
absorbents to which the enzyme Is not covalently bonded. Instead the enzyme Is absorbed
such as by Interactions of hydrophobic or hydrophliic postions of @ protein with ke regions of
the inert absorbent, by hydrogen bonding, by salt bridge formation, or by electrostatic
Imeractions. Inert absorbent materials Include, but are not imited to, synthetic polymers (e.g.
polystyrene, poly-{vinylalcohol), polyethylene and polyamides), mineralaceous compounds
(e.g. diatomaceous earth and Fuller's earth), or naturally occurring polymers (e.g. celluloss).
Specdific examples of such materiala inciuda Ceiite 545 diastomacecus earth, Abelita XAD-8
polymeric resin beads and polysthylene glycol 8000.

The enzyme may also be Immoblized on the support to which the enzyme Is
covalently bonded (e.g., oxirane-acrylic beads and giutaraldehyde activated supports).
Specific examples Include Euperglt C oxirane-gcrylic beads and glutaraidehyde activated
Cellte 546. Other poselble immobliizing systems are well kmown and are readlly svallable to
those akiilad In the art of enzyme immobilization.

The desked products, the optically pure (or anriched) unresctad ester and the
optically pure {or enriched) acid may be lsolated from the hydrolysis mixture using
conventional methods such as exiractions, acld-base exiractions, filtration, chromatography,
crystalizetion or combinations thereof. The recoversd enzyme or microorganism may be
recycled and used in subsequent reactions with or without further manipuiation or purification.

Methods for separating final reaction products from sach other and from the reaction
components include, but are not limited to, filtration, distillation, liquid chromatography,
calumn chromatography, sublimation, crystallizetion, and derivatization followed by any of the
above methods. Which method ls chosen io effect the desired separation will depend on
factors that Include, but are not limited to, the identity of the reaction components, siarting
materigle, snd products. These cholces are within the knowledge of one of ordinary skiil In
the ast and can be made without undue experimeniation.

In a convenlent iscletion procedure, after the enzymatic hydrolysls, the pH s adjusied
to pH 7.5 to 8 (In tha case of immobliized blocatalysts, the blocatalyst is first eeparated by
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filtration), the product acid s separated from the unreacted ester by exiracting the ester with
an organic solvent such as methylene chioride, ethyl aceiats, diethyt sther, methyl t-buty!
ether, or any other solvent in which the substrate [s soluble and stable. Concentration of the
organic extracts affords the unreacled starting material. Concentration of the aqueocus phase
ylelds the product acid.

The acid can be freed of the buffer salts and enzyme by seleciive precipitation or
chromatography of other methods known to those akilled In the art. These include acidifying
the agqueous to ebout pH 3, or lower, and lsolating the acld by extraction with an orgenic
solvent such as methylene chioride, sthyl acetate, diethyl ether, methyl t-butyl ether, or sny
other solvent in which the acid Is soluble and stable. Concentration of the organic extracts
affords the unreacted starting material and the product ackd, which can be purified and freed
of the buffer salts and enzyme by selective precipitation or chromatography or other methoda
known to those of ordinary skill in the art.

Efther the unreacted, sterecisomerically enriched starting material or the
sierecisomerically enriched product can be further racemized, if so desired. The unreacted,
stereolsomerically enriched siarting material can be racemtzad by methods known to those of
ordinary skifl In the art, such as heating in the presence of a base and In the presance of an
appropriate solvent or solvents. The stersclsomerically enriched product can be further
mcemlndbynonven'mIttoaneshrarﬂhﬁﬂmhﬁ&pmdlbaumdlnﬁn
presence of an appropriate solvent. The steraolsomerically enriched product can be
converted 1o an ester using methods known to those of skill In the art, such as by hasting the
product in the presence of an aicohol and an appropriate acld. In this manner, any
stereclsomer of the compounds of formulas (I) and (i) can be obtained In stereochemically
enriched form.

The compounds of formula (I} can be prepared according to Scheme | shown below.
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in genersl, one can begin with an N-pmhdnd glydnn damaﬂua. such as compound
1, which can be prepared from commercially avallabie glycine according o mathods known to
5 those of ardinary skill In the art. The protected glycine derivative 1 can then be allowed ©
react with an agent or combingiion of agenis that is capable of C-alkylaiing the terminal
carboxyl group to afford compound 2. Exampies of agents or comnbinations of agents that are
known to O-alkylete a carboxyl group Inciuda, but sre not fimiled to, akyl halkies, afkyl
sulfonate esters, and alkyl trifiuormethane sulfonate esters. These reactions may be
10 performed in the presence of a base thet will not interfere with the desired trensformation.
Such bases Include, but sre not limited to, inorganic bases such ss sodium carbonate and
potassium carbonate, and organic bases such as tristhylsmine or pyridine.
Alternstively, N-protected glycine derivatives such as compound 1 may be allowed to
reacl with an aicohol In the presence of an agent or combination of agents that will convert
46 the-OH group Into a sultable leaving group. Examplas of such agents or combinstion of
such agents Inciude, but are not limiied to, dicyciohexyicarbodiimide, dilscpropyicarbodiimide,
1-{3-(dimethyiamino)propyl}-3-ethyicarbodlimide hydrochioride (EDC), 2-chlaro-4,6-
dimethaxy-1,3,6-trlazine (CDMT), cyanuric chioride, 4-(4,8-dimethaxy-1,3,6-tiazin-2-yi)-4-
methyimorpholinium chioride, O-(7-azabsnzotriazol-1-yl)-N,N,N',N-teframethyjuronium
20  hexafiuvorophosphate (HATU), carbonyidiimidazole (CDI), benzoiriazole-1-yl-oxy-trie-
(dimethylaminc)-phosphonumhexafiuorophosphate (BOP), 2-sthoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-
dhydroquinoline (EEDQ), 2-(1H-banzotriszole-1-y1)-1,1,3,3-istremethyluronium
hexsfiuorophosphate (HBTU), 2-(1H-benzotriazoie-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluronium
tetrafiuoroborats (TBTU), and 3-(dlethaxyphosphoryloxy)-1,2 3-benzotriazin-4(3H)-one
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(DEPBT). These reactions may ba performed in the presencs of optional additives. Sultable
additives Include, but are not limited to, hydroxybenzoiriezole (HOBY),
hydroxyazabenzotriazole (HOAf), N-hydroxysuccinimide (HOSu), N-hydroxy-6-norbormene-
enxio-2,3-dicarboximide (HONB), and 4-dimethylaminopyridine (DMAF). Whether these
additivea are necessary depends on the identity of the reactants, the soivent, and the
iemperature; and such cholces are within the knowledge of one of ordinary sklll in the ast.

In general, these reactions may be performed In a solvent that does not Interfers with
the reaction, for example alky! or aryl ethers, alkyl or aryl esters, aromatic and aliphatic
hydrocarbons, non-competitive aicohols, helogenated solvents, alkyl or a}yl nitriles, alkyl or
aryl ketones, aromatic hydrocarbons, or heteroaromatic hydrocarbona. For example, sultable
solvents include, but are not limited to, ethyl acotate, lsohutlyl acetate, lsopropyl acetate, n-
butyl acetate, methyl isobutyl ketone, dimethoxyethane, dilsopropyl ether, chlorcbenzene,
dimethyl formamide, dimathyl acetamide, proploniirile, butyroniirile, t-amyl alcohol, acetic
acid, diethyl ether, methyl-t-butyl ether, diphenyl ether, methyiphenyl ether, tetrahydrofuran,
2-methyitetrahydrofuran, 1,4-dioxane, pentane, haxane, heptane, methanol, ethanal, 1-
propanol, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-butanol, dichioromethane, chioroform, 1,2-
dichioroethane, acetonlirile, benzonitrile, acetona, 2-butanone, honuna'. toluene, anieole,
xylenes, and pyridine, or any mixture of the above solvents. Additionally, water mey be used
ae 8 co-solvent in this transformation if necessary. Furthermore, such reactions may be
performed at temperstures from —20 °C fo 100 “C, depending on the specific reactents,
solvents, and other optional additives usad. '

The O-alkyisted glycine darivatives, such as compound 2, may also be prepared by
reaction of the protecied glycine derivatives with agents or 8 combination of agents that wil
converl the carboxylate Into an acyl halide derivative, followed by reaction with an appropriate
aicohol. For example, those compounds that contaln an acyl chioride may be prepared from
the protected glycine derivatives by reaction with agents such as thionyl chioride or oxalyl
chioride. Thesa reactions may be performed in the presence of a sultable base such as
sodium carbonate, sodium bicarbonate, potassium carbonate, potassium bicarbonate, sodium
hydroxide, potaesium hydroxide, a triakylamine, triethylamine for example, ora
heteroeromatic base, pyridine for exampie. The resulting compounds may be lsolsted and
then further reacted with an appropriate alcohal or they may be formed in situ and reacted
with an appropriate aicohol without any isolation or further purffication. These reactions may
be performed In a solvent that does not interfere with the desired transformation. Among
sultable solvents are alkyl or aryl ethers, alkyl or aryl esters, aromstic and eliphatic
hydrocarbons, halogenated solvents, alkyl or aryl nitrlles, alkyl or aryl ketones, aromatic
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hydrocerbone, or heteroaromatic hydrocarbons. For exampie, sultable solvents include, but
are not limited to, ethyl acetsts, lsobuty! acetats, isopropyl acetste, n-butyl acetate, methyt
isobutyl ketone, dimethaxyethane, dilsopropyl ether, chiorobenzene, dimethyl formamide,
dimethy! acetamide, proploniirile, butyroniirile, +-amyl alcohol, scetic acld, diethyl ether,
methyH-butyl ether, diphenyl ether, methylphenyl ether, tetreshydrofuran, 2-
methyitetrahydrofuran, 1,4-dioxane, pentane, hexane, heptane, methanol, ethanol, 1-
propanc), 2-propanol, -butanol, n-buiancl, 2-butanc], dichloromethana, chioroform, 1,2-
dichloroethane, acetonlirile, benzonitrile, acetone, 2-butanone, benzene, toluene, anlsole,
xylenes, and pyridine, or any mixiure of the sbove solvents. Addiionally, water may be used
as # co-solvent In thie transformation If necessary. Furthermore, such reactions may be
performad at temperatures from —20 °C to 100 °C. The spedific reaction conditions chosen
will depend on the epeclfic subject compound and reagents chosen. Such choices are within
the knowledge of one of ordinary skill in the art. '

The O-alkylated glycine derivalives, such 8s compound 2, may also be prepared from
the carboxylate by reaction with an agent or combination of agents that convests the
carboxylate group Into sn acyl imidaxole, followed by reaction with an appropriate aicohol.
Suitable agents for convarting tha carboxylate to an acyl Imidazole Include, but are not imited
1o, carbonyl diimidazole. Tha acyl imidazole intermedistes may be isolated and then further
reacted with an appropriate sicohol or they may be formed In situ and reecied with sn
appropriate alcohol without lsoletion or fusther purification. Thesa reactions may be
performed In a solvent that does not Interfere with the desired transformation. Among
sultable solvents are akyl or aryl sthers, alkyl or aryl esters, aromatic end aliphstic
hydrocarbons, haiogenated solvents, alkyl or eryl niirles, alkyl or aryl ketones, aromstic
hydrocarbona, or heteroaromatic hydrocarbons. For example, sultable solvents inciude, but
are not [imited to, ethyl acetats, iscbutyl acetaie, Isopropyl acetate, n-butyl acetate, methyl
lsobutyl ketone, dimethoxyethane, diisopropyt ether, chiorobenzane, dimethyl formamide,
dimethyl acetamide, proplonitriie, butyroniirile, t-amyl elcohol, acetic acid, diethyl ether,
methyH-butyl ether, diphenyl ether, methylphenyl ether, tetrahydrofuran, 2-
methylietrahydrofuran, 1,4-dicxane, pentane, haxane, heptane, methanol, ethanol, 1-
propanal, 2-propanol, i-butenal, n-butancl, 2-butanal, dichioromathanes, chioroform, 1,2-
dichioroethane, acetonliirile, benzanlitrile, acetone, 2-butanone, benzene, toluene, aniscle,
xylenes, end pyridine, or any mixture of the above esolvents. Additionally, weler may be used
as a co-solvent in thie trensformation if necessary. Furthermore, such reactions may be
performed at temperatures from -20 °C to 100 °C. The specific reaction conditions chosen
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will depend on the specific subject compound and reagents chosan, Such choices are within
the knowledge of one of ordinary akill in the art.

The racemic compounds of formula (Il), such as compound 3 shown in Scheme |,
may be prepared from glycine derivatives that are O-alkylated with an allyl group ora
derivetive thereof, such as compound 2. Such O-akylated glycine derivatives may be
sliowed to react with an agent or combination of agents such that the compound undergoes &
Claisan-type reamangement, to afford the compounds of formula (1l). In general, these
reactions may be performed In a solvent that does not interfere with the desired
transformation. Among suliable solvents are atkyl or aryl sthers, alkyl or aryl esters, aromatic
and aliphatic hydrocarbons, halogenated solvents, alkyl or aryl nitriles, aliyl or aryl ketones,
aromatic hydrocarbons, or hetaroaromatic hydrocarbons. For example, sultable solventy
include, but are not imited to, ethyl acetate, isobutyl acetate, isopropyl acetate, n-butyl
acetate, methyl isobutyl ketone, dimethoxyethane, dilsopropyl ether, chiorobenzene, dimethyl
formamide, dimethyl ecetamide, propionitrile, butyronitrile, f-amyl alcohol, acetic acld, diethyl
ether, methyl-i-butyl ether, diphenyl ether, methylphenyl ether, tetrahydrofuran, 2-
methyltetrahydrofiran, 1,4-dioxane, peniane, hexane, heptane, methanol, ethanol, 1-
propanol, 2-propanal, t-butanol, n-butanol, 2-butencl, dichioromethans, chicroform, 1,2-
dichloroethane, acetonitriie, benzonitrile, acetone, 2-butanone, benzene, ioluens, anisole,
xylenes, and pyridine, or any mbedure of the above solvenis. Additionally, weler mey be used
as a co-soivent In this transformation If necessary. Furithermore, such reactions may be
performed at temperatures from —78 °C to 100 °C. The spacific reaction conditions chosen
will depend on the specific subject compound and reagenis chosen. Such choices are within
the knowledge of one of ordinary skll in the art.

in sddition, such Clalsen reamangements may be promoted by first forming an
enoiate anlon of the species that Is to undergo the reamangement. Such enclate anlons can

be prepared from the O-alkylated glycine derivatives by resction with an agent or combination

of agents thet can function as a strong basa. For example, the O-akylated glycine derivatives
can be allowed to react with lithium dilsopropyl amide (LDA) to form the desired snolats
anlon. Such reactions may also be performed In the presence of additives that are known fo
promote such reactions, such as Lewls acide ke 2inc (If) chioride. In addition, such reactions
can be performed In a solvent thet will not interfere with the desired transformation. Among
sultable solvents are alkyl or aryl ethers, alky! or aryl esters, eromatic and afiphatic
hydrocarbons, helogenated soivents, alkyl or aryl nitriles, alkyl or aryl ketones, aromatic
hydrocarbons, or heteroaromatic hydrocarbons. For exampie, sulteble solvents include, but
are not imited to, ethyl acetats, isobutyl acetste, Isopropyl acetats, n-butyl acetats, methyl

6,V
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Iscbutyl ketone, dimathaxyethane, dilsopropyl ether, chiorobenzene, dimethyl formamide,
dimethyl acetamide, propioniirile, butyronlirile, t-amyl alcohol, acetic ackl, diethyl ether,
methyl-i-butyl ether, diphenyl ather, methyiphenyl ether, ietrahydrofuran, 2-
methyitetrahydrofuran, 1,4-dioxane, pentans, hexans, haptane, methanol, ethanol, 1-
propanol, 2-propancl, i-butanol, n-butanal, 2-butanol, dichicromethane, chioroform, 1,2-
dichlorosthane, aceionitrile, benzonitrile, acetone, 2-butanone, benzane, toluana, anisole,
xylenes, and pyridine, or any mixture of the above solvents. Furthermore, such reactions may
be performaed at temperatures from -78 °C 1 100 °C. The specific reaction condltions chosan
will depend on the specific subject compound and reagents chosan. Such cholces are within
the knowledge of one of ordinary skill in the art.

Compounds of formula (I), euch as compound 10 as shown in Scheme [, may be
prepared from compounds of formula (II). In general, the compound of formula (If) may be
allowed to react with an electrophiiic halogeneting agent o afford & lactone, such as 4,
Sulteble slecirophilic halogensting agents Include, but are not Bmited to, N-chiorosuccinimide
(NCS), N-bromosuccinimide (NBS), and N-iodosuccinimide (NiS). These reactions may be
performed in a solvent or mbdure of solvents that does not interfere with the desired
transforrmnation. Among sulieble scivents are aky! or aryl ethers, alkyl or ary! esters, sromatic
and eliphatic hydrocarbones, halogenated solvents, alkyl or aryl nitrlies, alkyl or aryl ketones,
sromatic hydrocarbons, or heleroeromatic hydrocarbons. For example, suitable solvents
include, but are not imited to, ethyl acetsis, lsobutyl acetats, isopropyl acetate, n-butyl
acetate, methyl lsobutyl kelone, dimethoxyethane, dilsopropyl ether, chiorobsnzene, dimethyl
formamide, dimethyl ecetamide, propioniirle, butyrontirie, t-amyl alcohol, acetic acid, diethyl
ether, methyl-t-butyl ether, dipheny! ether, methylphenyl ether, tetrahydrofuran, 2-
methyttetrahydrofuran, 1,4-dioxane, pentane, hexane, heptane, methanal, ethanal, 1~
propanol, 2-propandl, t-butanol, n-butanol, 2-butanol, dichioromethane, chioroform, 1,2-
dichlorosthane, acetonliriie, benzonitrile, acetone, 2-butanone, benzane, toluens, anlscle,
xylenes, and pyridine, or eny mixture of the above solvents. In addition, weter may be edded
to the reaction mixtures If 8o desired. Furthermore, such reactions may be performed st
tempersatures from —78 °C to 100 °C. The specific reaclion conditions chosen will depend on
the specliic subject compound and reagents chosen. Such cholces are within the knowledge
of one of ordinary skill In the art.

The protected lactones, such es compound 4 In Scheme |, may be deprotected to
provide aipha-amino lactones such as compound §. Such deprotection reactions may be
pesformed using methods known o those of ordinary ekill in the art and as found in, for
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example, Greene et al., Protec anls: John Wiley & Sons, New
York, (1968).

The alphs-amino lactones, such sz compound §, mey be aliowed to react with an
agent or combination of agents that allows ths compound to undergo a rearmrangement to
afford a cydlc amine, such as compound § shown In Scheme . in general, these reactions
may be performed by sllowing a compound such as § to react wih an agent such as barlum
hydroxide. These reactions may be performed In @ solvent or mixture of soivents thet does
not interfera with the desired transformation. Among sulteble solvents are alkyl or aryl ethers,
akyl or aryl esters, aromatic and aliphatic hydrocarbons, halogenated solvents, alkyl or aryl
nitrlles, alkyl or aryl ketones, aromatic hydrocarbons, ar heteroaromatic hydrocarbons. For
example, suliable solvents include, bul are not limited to, ethyl acetate, Isobutyl acetsts,
isopropyl scetate, n-butyl acetate, methyl lsobutyl ketone, dimethoxyethane, dilsapropyl ether,
chlorobenzenae, dimethy! formamide, dimethyl acetamide, proplonitrile, butyronitrile, t-amyl
alcohol, acetic acid, diethyl ether, methyl--butyl ether, diphenyl ether, methylphenyi ether,
tetrahydrofuran, 2-methyltetrahydrofuran, 1,4-dicxane, pentane, hexane, heptane, methanol,
ethanol, 1-propenci, 2-propanol, t-butanol, n-butanal, 2-butanal, dichioromethane, chioroform,
1,2-dichloroethane, acstoniirie, benzonitrile, acstons, 2-butanone, benzene, tokiene, anisole,
xylenas, and pyridine, or any mixture of the above solvents. In sddition, water may be added
to the reaction mixiurea if so desired. Furthermore, such reactions may be psrformed at
temperatures from —78 °C to 100 °C. The specific reaction conditionas chosen will depend on
the specific eubject compound and reagents chosen. Such choices are within the knowledge
of one of ordinary eidll In the art.

The cyclic amines, such as compound § may be isolated as the free carboxy amine,
or they may ba dersivatized to facilitate Isolation. For example, as shown in Scherme |,
compound 5 was sllowed to react with barium hydroxide In a mbdure of water and en organic
solvent to afford the desired cyclic amina. The cyclic amine was then allowed 1o react with
(BOC):0 fo sfford the BOC-protected amine, compound §.

Cyclic aminss, such as compound £, may then be allowsd 1o resct with en agent or
combination of sgents that ls capable of O-alkylating the carboxylate group to afford an aster,
such as compound 7. Such egents were described earlier and inciude, but are not Bimited to,
methyl lodide, methyl sulfonate ester, and methy bromide. Such reactions may be performed
in the presance of a compound that Is capable of aciing 6s @ base. Sultable bases include,
but are not limited to, ceslum carbonate, potassium carbonate, and sodium carbonats. In
addition, these reactions may be performed In a solvent or mixhure of solvents that does not
Interfere with the desired transformation. Among sultable solvents are alkyl or aryl ethers,
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akyl or aryl esters, aromatic and sliphatic hydrocarbons, halogenated solvents, alkyl or anyl
niirlies, alkyt or aryl ketones, aromatic hydrocarbons, or heteroaromatic hydrocarbans. For
example, sultable solvents Include, but are not iimited to, ethyl acstete, lsobutyl acetsts,
isopropyl acetats, n-butyl acetate, methyl lsobutyl ketone, dimethoxyethane, diisopropyl ether,
chiorobenzene, dimethyl formemide, dimethyt acetamide, propionitrile, bulyronitrile, t-amyl
aicohol, acetic acid, diethyl ether, methyi-t-butyl ether, diphenyl sther, methyiphenyl ether,
tetrahydrofuran, 2-methylitetrahydrofuran, 1,4-dloxane, pentane, hexans, haptane, methanct,
ethanol, 1-propanai, 2-propanol, t-butancl, n-butanol, 2-butanol, dichloromethane, chioroform,
1,2-dichioroethene, acetonitriie, benzoniidle, acetons, 2-butanone, benzene, toluens, anjsole,
xylenes, and pyridine, or any mbdure of the above soivents. in addition, water may be added
io the reaction mbdures If so desired. Furthermore, such reactions may be performed st
temperatures from —78 °C to 100 °C. The specific reaction condiions chosen will depand on
the specific subject compound and reagents chosen. Such choices are within the knowledge
of one of ordinary skl In the art.

Compounds such as compound 7 may be resolved or prepared in stereochemically-
enriched form using the methods of the present invention. Allematively, compounds such as
7 may be used to prepare cther compounds of formula () that may be resoived or prepared
in stereochemically-enriched form accarding to tha methods of the present Invention. For
example, the eecondary hydroxyl group In compound 7 may be oxidized o afford the
corresponding ketone 8, shown in Scheme 1. Such oxidations may-be performed by methods
known to those of ordinary skill In the art, such 8a oxidation using PCC, under Swem
condiions, or using pyr-SOyDMEO/NEL, Compounds such sa § may be resolved or
prepered In sisreochemically-enriched form using the methods of the present invention.
Alternatively, such compounds may be usad to prepare other analogs thet may themseives
be resolved or prepared in stereochemically enriched form using the methods of the present
invention.

For example, ketones such as compound § may be allowed to react with an agent or
combination of agenis that Is capable of converting the ketone functional group info a dihalo
methylane molety, such as a —<CF- group. Such reactions may ba performed using agents or
combinstions of agents known to those of ordinary skill in the art, such as (dlethylamino)sulfur
tifiuoride (DAST), and others. For example, reaction of compound § with
(MeOCH;CHy)aNSF; (sold as Deoxo-Fluor® by Alr Products, Inc.) In dichioromethane and at
56 °C, afforded the difiuoro compound §.

Compounds such as § can be resolved or prepared In stereochemically-enriched
form using the methods of the prasent invention. As shown In Scheme |, reaction of a
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raecemic mbdure of compound f with the enzyme Subtiiisin Carisberg in a mbdure of
acetonitrile and water st a pH of 8, and at 30 °C, provided stereochemically enviched
compound 10. Compounds such as 10 that contain a nitrogen-protecting group can be
further manipulated by removing the protecting group to afford secondary, cyclic amines such
as compound 11 shown in Schems I.

Alematively, compounds such es §, 7, 8. §. and 10, as shown in Scheme |, can be
prepared In sterecchemically enriched form by resolving or preparing precursor compounds,
such as compound 3 shown in Scheme |, In stereochemically enriched form. After resolving
or preparing compounds such as 3 in stereochemically enriched form, they can be used as
shown io prepare product compounds that are themselves stereochemically enriched.

Compounds of formula (l), wherein Z Is O or 8, can be prepared according to
methads known to those of skiil in the art. For example, see Mimoto, T. et &i. J. Med. Chem.
1999, 42, 1789; EP 0751145; U.5. Pat. Nos. 5,644,028, 5,932,650, 5,962,640, 5,832,550,
and 8,222,043, H. Hayashi et al., J. Med. Chem. 1998, 42, 1788; and PCT Publication No.
WO 01/05230 A1, which are hereby incorporated by referencs.

EXAMPLES

The examples below are mtended only to Bustrete particular embodiments of the
present Invention and are not meant to limit the scope of the Invention [n any manner,

In the examples described below, unless otherwise Indicaied, all temperatures In the
following description are In degrees Celsius ("C) and all paris and percentages are by weight,
unieas indicsted ctherwise.

Varlous starting materials and other reagents were purchased from commercial
suppilers, such as Aldrich Chemicsl Compeany or Lancaster Synthesis Lid., and used without
further purification, uniess otherwise indiceted.

The reactions set forth below were performed under a positive pressure of nitrogen,
argon or with a drying tube, al ambient temperature (unless octherwise stated), In anhydrous
solvents. Analytical thin-layer chromatography was performed on glass-backed allica pel
60°F 254 piates (Analtech (0.25 mm)) and ejuted with the appropriate solvent ratios (vwv).
The resctions were assayed by high-pressure fiquid chromotagraphy (HPLC) or thin-layer
chromstography (TLC) and terminated as judged by the consumption of etarting material. The
TLC pistes were visusalized by UV, phosphomolybdic acld stain, or lodine stain.

*H-NMR specira were recorded on a Bruker instrument apsrating at 300 MHz and
TCNMR specira were recorded at 75 MHz. NMR spectra are obtained as DMSO-dg or CDCly
solutions (reported in ppm), using chloroform as the reference standard (7.25 ppm and 77.00
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ppm) or DMSO-dg ((2.50 ppm and 36.52 ppm)). Other NMR solvents wers used as needed.
When peak mulliplicities are reported, the following abbreviations are used: s = singlet, d =
doublet, t = iriplet, m = multiplet, br = broadened, dd = doublet of doublets, dt = doublet of
triplets. Coupling constants, when given, are reported in Heriz.

Infrared specira ware recorded on a Perkin-Elmer FT-R Spectrometer as neat olls,
as KBr pellets, or ae CDCly solutions, end when reporied are in wave numbers (cm'™'). The
mees specim were obtained using LC/MS or APCI. All melting poirite are uncomeciad.

All final products hed greater than 85% purity (by HPLC at wavelengths of 220nm and
254nm).

In the following examples and preparations, "Et" means ethyl, "Ac” means acetyl,
*Me" means methyl, "Ph" means phenyl, (PhO)sPOCI means chiorodiphenyiphosphate, "HCI
means hydrochloric acid, "EtOAC" meane ethyl acetate, "NasCOy" means sodium carbonate,
*NaOH" means sodium hydroxide, "NaCI* means sodium chioride, "NEL," means friethylamine
» "THF" means tetrahydrofuran, "DIC* means dilsopropyicarbodiimide, "HOBI" means hydraxy
benzotriazole, "HzO" meane water, "NaHCO," means sodium hydrogen carbonate, "1GC0y"
means potasslum carbonate, "MeOH" means methanol, "1-PrOAc™ means lsopropyl acetste,
"MgSO.” means magnesium sulfats, "DMSO” means dimethylsutfoxide, "AcCI" means acety
chioride, "CHsClk" means methylene chioride, "MTBE" means methyl t-butyl ether, "DMF"
means dimethy! formemide, "SOCL" means thionyl chloride, "HyPO," means phosphoric acid,
"CH,80:H" means methanesulfonic ecid, " AcyO" meana acetic anhydride, "CHyCN" msana
scetoniirile, and "KOH" means potassium hydraxide,

Example 1: Preparation of {28)4,4-dfluoro-3,3-dimethyl-N-Boc-proline

e e Ay Sty b

10% CHyCN
pHED F

To a 50 L Reactor equipped with a pH slectrode, an overhead stimer, a heating coll
and a base addition line (718 Stat Titrino-Metrohm pH titrator, Brinkman Instruments, Inc.),
was edded the alkaline protease from Bacllius Ocheniformis, (Subtilisin Carlsberg, purchased
from Alius as CLEC-BL as a 68-14 % wiv eolution) (7 L of fresh CLEC + 6L recycled CLEC (80
% of the Initial activity) and 24 L of d-water). The pH of the suspension was adjusiad to 8.0
by addition of 20 mL of 2N NaOH. A solution of the racamic ester (400 g, 1.38 mal, 1.00 eq,
in acetonltrlie, 3.6 L) was added to the suspenaion and the mixiure was stimed at 30 °C for
262 h. During the reaction ime, the pH of the solution was monitored and was maintsined at
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pH 8.0 by the periodic addition of 2N NaOH (a totel of 246 ml. of base were added during the
262 h reaciion time). Resction progress was monitored using reverse-phsee HPLC. The
reaclion was stopped after it had been determined that 45-50 % starting material had baen
consumad. The enantiomeric excess (% ee) of the acid was determined to be ©5.6 %. The
reaction mbdure was extracted MTBE (3x with 18 L), and the combined organic layers were
dried over Na;80, and concentrated under vacuum 1o efford 220 g of crude scalemic ester |,
(R)-enriched. The remaining aqueous slurry was filtered (to remove the CLEC-BL) through
Whetman paper 1. The CLEC paste was removed from the paper and stored at 4 ° C for later
use, i desired. The remalning scueous sokstion wes acidified to pH 6.6 with 1N hydrochloric
acld and extracted with MTBE (2 x 16 L each). The aqueous schution was again exiractad, at
pH 6.0 end st pH 4.0. The organic fractions containing product acid were pooled, and
concentrated with vacuum to efford g solid residue. The residue was suspended in hot water
(40 - 60 °C, 1000 mL) and aliowed to cool io room temperature ovemnight. The resulting
slurry was filtered and the crystals dried in & vacuum oven at 40 °C overnight io afford the
scid as & white solid (133 g, 88 % ee, 60.8 % yield for kinetic resalution, >68 % HPLC pure).
4 NMR (300 MHz, CDCI3): & 7.9 (bs, 1H), 4.10 (d,1H), 3.88 (dd, 2H), 1.5 (s) + 1.45 (s) (BH),
1.3 (s,3H), 1.16 (s, 3H).

The following analytical methods were used i0 monitor reaction progress and
measwva the 9% ee and purily of the final product
Non-chimal HPLC:
Detector wavelength: 200 nm
Column: Luna C-18, 4.6 x 30 mm
Column tempersture: 35 °C
Flow rate 1.6 mL/min
Injection volume: 10 pl.
Moblle Phases: A: 25 mM KH:PO, pH 2.5; B: Acetonitrile
Run: gradient: 35 io 70 % B In & min, 2 min post run
Retention tmes: Acid 1.63; Ester 3.28
Chieal HFLC:
Detacior wavelength: 185 nm
Column: Chiraicei OJ-R, 3um, C-18,.4.8 x 160 mm
Column temperature: 40 *C
Flow rate 0.5 mL/min
Injection volume: 10 uL
Moblle Phases: A: 25 mM KH;PO, pH 2.0; B: Acetonitrile; C: HPLC H O
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Rum; Isocratic: 75 % A and 25 % B for 17 min, then 76 % B and 25 % C for 3 min, and finally,
76 % A and 25 % B for 16 min
Retention times: Acid 14.86(R) and 15.84 (8)
Sample oreparetion

Two samples were taken each time sampling was performed. Every sample was
prepared by mixing 10 mL from the reaction mixiure and 10 mL acetonitriie. The sohtion was
vortexed and layers were separated by centrifugation on & Beckman microfugs. 100 pL of the
upper layer were further diluted with 400 L. of acetonitrile and injectad into the HPLC.

Example 2: Preparation of (28)-4,4-dfluoro-3,3-dimethyl-N-Boc-proline

e cpmara A g Sl

10% DMBO
pHE.0 F

A solution of racemic ester (3g, 1023 mmaol, 1.00 eq In DMSO, 15 mL) and 50 mM
TRIS buffer at pH 8 (87.5 mL) were added to 8 250 mL 3-neck flask equipped with a
temperature probe, a stiming bar, a pH elecirode and s base addition ine. The pH of the
mixiure was approximately 7.64. The alkaline protease from Bacillus licheniformis, (Subtfiksin
Carisberg, purchased from Altus as CLEC-BL as a 8-14 % w/v solution) (37.6 mL) was then
added. After addition of the enzyme, the pH of the mbcture was approximately 7.70. Tha
resulting mbxure was siowly healed to 40 “C using a heating mantis. The pH of the mbdure
wus adjusted to pH 8.0 by the additian of 1 N sodium hydroxide (0.848 mL). As the reaction
progressed, the pH of the reaciion mixture was monitored and maintained at pH 8 by the
periodic addition of 1 N sodium hydroxide ( & total of 17.7 mL of 1N NaOH were added). The
resulting suspension was stirred st 40 °C for a total of 121 h. Reaction progress was
monitored by reverse-phase HPLC monhoring both converalon and % ee of the product. The
reaction was stopped efter HPLC analysis indicated that 43 % of the starting material had
been consumed. The % ee of the acld waa measured as 84.6 % ee.

The resulting mixture was exiraciad MTBE (three x 75 mL each) and the combined
organic iayers were filtered through Whaiman paper number 1 to remove emulsified
particulates and to better distinguleh the aqueous-organic boundary. The aqueous Jayer
sssociaiad with the emulsion was added back to the mother liquor. The organic layer was
dried over Na; 50,4 and concentrated under vacuum to afford 1.74 g of crude scalemic ester [,

(R)-enriched.

o\
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The remaining aquecus shuty was filtered (to remove the CLEC-BL) through
Whatman paper 1. Tha CLEC-BL paste was removed from the paper and siored st 4 ° C for
later use, If desired. The remalining aquecus solution was acidifted to pH 5.3 using 1 N HCI
and extracted with 80 mL. MTBE. The exiraciion was repestsd five imes with the pH reduced
to 6.3, 4.8, 4.0, and 3.9, respectively in the subsequent four exiractions. The orpanic leyers
containing acid were pooled, dried over Na;$0,, and concentrated with vacuum to obtain
1.460 g of crude acld. The solid residue was then resuspended In 160 mL MTBE. The add
was washed twice with 75 mL of 10 mM potassium phosphate buffer st pH 4.2 - 4.5 to
remove DMSO. The organic leyer wee dried with Na; SO, and concentrated undar vacuum fo
afford the acid as a white solld (0.831 g, 88 % ee, 58% yleid for kinetic resolution, >88 %
HPLC pure). "H NMR (300 MMz, CDCI3): 8 5.3 (ba, 1H), 4.15 (d, 1H), 3.80 (dd, 2H 1.5 (s) +
1.46 (s, OH), 1.3 (8, 3H) 1.15 8, 3H).

The following analytical methods were used to monitor reaction progress and
measure the % ee and purity of the final product:

Non-chirgl HPLC:

Detecior wavelength: 200 nm

Columm; Luna C-18, 4.6 x 30 mm

Column temperature: 36 °C

Flow rate 1.5 mUmin

Injsction volume: 10 pL

Moblle Phases: A: 26 mM KHzPO, pH 2.5; B: Acetonitrie

Run: gredient: 35 o 70 % B in 5 min, 2 min post m

Retentlon times: Acid 1.63; Eater 3.28

Chimal HPLC:

Detector wavelangth: 185 nm }

Column: Chirsicel OJ-R, 30m, C-184.8 x 160 mm

Column temperature: 40 °C

Flow rate 0.5 mL/min

injaction volume: 10 OL

Mobile Phases: A: 26 mM KHsPO,4 pH 2.0; B: Acetonitrile; C: HPLC H;O
Run: lsocratic: 75 % A and 25 % B for 17 min, then 75 % B and 25 % C for 3 min, and finally,
76 % A and 25 % B for 15 min

Retention times: Acld 14.85(R) and 15.84 (8)

Sempie prepamtion:

Z
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Two samples were taken each time sampling was performed. Each sampie was
prepared by dikuting 100 i of the reaction mixture with 1.8 mL acetoniirfis. The solution was
voriexed and 1 mL of this solution was centrifuged on s Backman microfuge. The upper layer
wes Injected into HPLC.,

Example 3: Resolution of N-benzyi-4,4-difluoro-3,3-dimethyiproline methyl ester

PLE
8 unitsimg &
pH 8.0, 10% ACN
2°C. 4 hr
[ .
0 g/l lonsling

>89 ow, 4T lecinted yield

To N-tert-butoxycarbonyl-4,4-difluoro-3,3-dimethylprotine methyl ester (6.0 g, 17.0
mmal) was added 4M HCI (2.0 eqv, 8.5 mL) in dioxane. The mbxture was stirmed at 0 °C for 3
h. After the reaction was Judged to be complete by HPLC, the dioxane and axceas HC! were
removed In vacuo to afford 8 crude residua. The crude residue was washed by MTBE (3 mL
x 2) and dried In oven to provide 3.8 g salid 4,4-dfluoro-3,3-dimethyiprofine methyl ester
(~956%purity), which was used In the next reaction without any further purffication.

To 3.8 g of 4,4-difivoro-3,3-dimethylproline methy! ester was added K;CO, (3.8 g),
MeOH (80 mL), and BnBr (1.1 eqv, 2.56 mL). The resulting mixture was stired at 23 °C for
20 h. The mbdure was fitered and the solvents wers removed under vacuum, leaving a
residue. The residue wae dissolved in MTBE (60 mL) and was washed with 1N HCI (20 mL x .
8), NsHCO3(20 mL x 3) and brine (20 mi x 1). The organic layers were combined, dried over
NayS04, and the acivenis were removed under vacuum to efford 4.3 g (90% yleld) of N-
benzyl-4,4-difluoro-3,3-dimathyiproiine methy! ester.

The racemic ester (3.0 g, 10.6 mmol) was dissolved In scetonliriie (8 mL, 15%) and
potassium phosphate buffer (pH 8.0, 0.1 M, 80 ml) was added. Pig Liver esierase (750 mg,
10~15 units/mg) was edded and the pH of the solution was maintained at pH 8 by the periodic
addiion of 1N NaOH.

Reaclion progress was monkored by reverse-phase HPLC. After 20~24 h, ~50%
conversion wes reached and the pH of the midure was adjusted to pH 8.3-8.4 by the addition
of 1N NaOH and the solution was axiracted with MTBE (40 mL x 3). The organic layer was
dried over Ne;$0, and was concentrated to sfford the remalning R-ester 8 (1.58 g, ~62%).
The pH of the remaining agueous layer was adjusted to pH 3.5 by the addition of 1N HCl and

PCT/1B2004/003812
-7
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was axtracled with MTBE (40 mL x 3). The combined organic layers were dried over Nag80,,

and the solvents were removed under vecuum to afford N-benzyi-4 4-dHluoro-3,3-
dimethylproline (1.35 g, 47%).

4,4-dfluoro-3,3-dimethylproline methyl ester: ES! [M+H]' 194.1. 'H NMR (300 MHz,
DO): 3 4.48 (s, 1H), 3.77-3.98 (m, 2H), 3.80 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.04 (s, 3H). °C NMR (76
ppm, DzO) 5167.70, 68.43, 66.38, 54.52, 48.59, 45.04, 17.64, 17.02.

N-benzyl-4,4-diflucro-3,3-dimethyiprofine methyl ester: ESI [M+H]" 284.1. *H NMR
(300 MHz, CDCh): & 7.23-7.40 (m, 5H), 3.94 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 3.48 (d, J = 132 Hz, 1H),
3.30 (s, 1H), 3.3 (s, 1H), 3.35 (dd, J = 10.8, 20.0 Hz, 1H), 2.85 (ddd, J= 6.8, 11.4, 18.3 Hz,
1H), 1.22 (s, 3H), 1.07 (s, 3H). ™C NMR (75 ppm, CDCL) #171.42, 138.20, 126.87, 128.73,
127.73, 74.18, 68.72, 51.88, 47.08, 33.82, 20.16, 18.96.

N-benzyl4,4-difiuoro-3,3-dimethylproline: ESI [M-HT 266.1. 'H NMR (300 MHz,
CDCL): 5 7.26-7.40 (m, 5H), 3.94 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 3.86 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 3.32-3.57
(m, 2H), 8.05 (m, 1H), 1.26 (s, 3H), 1.11 (&, 3H). *C NMR (75 ppm, CDCl) 5171.10, 136.18,
129.16, 128.88, 127.73, 74.83, 60.67, 56.49, 53.75, 48.48, 20.40, 18.77.
The following analytical methods were used:

" N-benzyl-4,4-difluoro-3,3-dimethylproline methyl ester: Chiralcel AD-RH (4.6 x 100 mm, 3

pm); fiow rate: 0.6 mL/min; Injection volume: & pl.; moblle phases: ACN/H;O (20:80),
detection at 254 nm.

N-berzyl-4,4-difiuoro-3,3-dimethyiproline: Chiralcal OD-RH (4.8 x 100 mm, 3 um); fiow rats:
0.6 mL/min; Injection volume: 5 pL; moblle phases: ACN/H:0 (80:40), detection at 264 nm.

Example 4: Preparation of (8)-3,3-dimethyl-N-Boc-vinyiglycine

g

PCT/IB2004/003812
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To & 5 L three nack fiask equipped with a pH elecirode, an overhead sfirrer, a heating
mantie and a base addition line, was added the recemic ester | (78 g, 0.3 mol, 1.00 aq) In
scaionfirile (280 mlL).

In a separate container were added Alcalasa (350 mL of a solution that was passed
through a tangential filtration systam end concentreted to one fifth of the original volume) and
distiled water (2.8 L). The pH of the resulting solution wes sdjusted 1o pH 7.0. The enzyme
solution was added to flask containing the ester solution. The resulting suspension was
stired at 30 * C for 51 h, during which time the pH of tha solution was maintsined at 7.0 by
the periodic addition of 1N NaOH (a total of 86.8 ml. of base added over the 51 h). Reaction
progress was followed by reverse-phase HPLC and the reaction was stopped afisr R was
determined thet 45 % of the starting meterial had been consumed.

The mixture was extracted with MTBE (3x 1.75 L each), and the combined organic
layers were dried over MgSO, and concentrated under vacuum to afford 50.81 g of crude
scalemic ester |, (R)-enriched (>55 % yleld, approx. 56 % ee). This crude mixture contained
some carboxylic acid < 7 %, which was recoverad later by acid-base extraction. The
remalning aqueous solution was passed through & Pellicon 2 tangentlal flow filtration
equipped with an Ulrace| ceflulose membrane. The remaining solution was acidified to pH
4.0 and extracled with MTBE (3 x 1.76 L). The fractions containing the acid were pooled,
dried over sodium sulfate and concentrated under vacuum to efford a pale yellow off (31 g,
91.4 % ee, 42 % yield, >08 % HPLC pure). 'H NMR (300 MHz, CDCI3): & 10.69 (s, 1H), 5.78
(dd, 2H), 5.02 (m, 2H), 4.98 {s, 1H), 4.09 (d, 1H),1.38 (s, 8H), 1.08 (s, 6H).

The foliowing analytical conditions were used:

Non-chirs| HPLC

Detector wavelength: 200 nm

Column: Luna C-18, 4.6 x30 mm

Column temperature; 36 ° C

Flow rate 1.6 mL/min

Injection volume: 10 uL

Mobll Phases: A: 25 mM KHyPO, pH 2.5; B: Acetoniiriie
Run: grudient: 30 to 70 % B In § min, 2 min pre run
Relantion times: Adid 1.63; Ester 3.28

Chiral HPLC

Detecior wavelsngth: 200 nm

Column: Chiralcal OJ-R, 3pm, C-134.6 x 100 mm
Column temperature: not corntrolled
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Flow rate 0.5 mL/min

Injection volume: 10 pl

Mobll Phases: A: 26 mM NaHgPO4 pH 2.0; B: Acetonitrile

Run: Isocratic: 25 % B for 56 min, 3 min post un

Retention times: Ackd 16.33 (R) and 17.97 (8); Ester 50.40 (8), 51.30(R)

Mathod to enalyze ee of pure ester:
Column: Chiraicel OD-RH, 160 x 4.8 mm
Flow rate: 0.8mL/min

" Temparaetwe: 30 °C degree

MobBe phrase: 30% ACN and 70% H:O

Wavelength: 206 nm

Sampie preparation:

Sampile preparation:

Two samples wera taken each time sampling was performed. Every sample was made by
taking 2200 pL from the reaction mixture, diluted with 1 ml. of ethyl acetate and 100 OL of
1N HCI, then voriexad and layers saparsied by centrifugation an a Backmann microfuge. 100
DL of the upper layer (orgenic) were further diluted with 400 pl. of scetonlirdle/water(1:1) end

injected Into HPLC.

Example 8: Preparation of {(R})-3,3-dimethyl-N-Boc-vinyiglycine

',"\L -
j\m’]}r-_-,.--."’Q—O i i{:{m *fii

9233
g (R)-)-2-Phanyiglyciwl 40.1% inoleted Yied

&1 ACN: MaDH
14 wul of soluion

To a 2000 mL jecketed fiask equipped with an overhead stirer was added the
racemic acid 2, 3,3-dimethyl-N-Boc-vinyiglycine, (83.3 g, 386.2 mmol, 1.00 eq), (R)-
phenyiglycinol (52.8g, 386.2 mmoi, 1.00 eq), methanol (200 mL) and scetonitriie (1800 mL).
The resulting siurry was stirred and heated to 70-80 °C untll the solution became
homogeneous. The sclution was allowed to slowly cool to room femperature with continuous
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stiring, resulting In crystallization. The resulting shuiry was filisred and the crystaliine salt

*  (containing the desired (R)-enantiomer) was washed with 100 mL of cold acetoniirile,

collected and analyzed by HPLC. In cases where It is desired to Improve the % ee of the
resulting product after the 1* crystaliization, s sacond crystalizetion can be performed.

The salt was then converiad o the free acld by dissolving the salt In 250 mL of ethyl
acetste (aitemnatively, MTBE can be used In plece of ethyl acetats). Water (250 mL) was then
added end the pH of the resulting sokution was adjusted to pH 3 by the sddition of 1N
hydrochloric acid. The organic layer was separated and the aguecus phase was again
extracied with ethyl acetste (200 mL). The extracts were combined, dried over sodium
sulfete, and concentrated under vacuum to afford a dlear oll thet was dried evemnight under
vacuum to afford a white solid (37.4 g, >BB % ee, 40.1% [solsted overal ylald, >88 % pure).
Recycling (R>-Phenylgivcinok

The pH of the aqueous layer from the previous siep was adjusted to pH 8.0 by the
addiion of 1N sodlum hydraxide and the solution was exiracted with 300 mL of Ethyl Acetete
(or MTBE). The exiract was then dried whh sodium sulfate and concentrated under vacuum.
The product was isolated as white crystals (12.3g, >88 % pure, nota thet recovery was only
from 40% of materigl, the remaining recrystaliizing sgent can be recovered from the fittrate
generated in step 4).

The following analytical methods were used:

Chiral HPLC Condiiiona

Detecior wavalangth: 206 nm

Column: Chiralcel OJ-RH, 3y, C-134.8 x 100 mm

Column temperature: 30 °C

Flow rate 0.6 mL/min

Injection volume: 10 pl

Mobll Phases: A: Acetonliriie (0.19% TFA): B: 756% HgO (0.1% TFA)
Run: Isocratic: 25% A: 76% B 18 min

Retention imes: Acid: 11.88 (R) and 12.9 (S) /5.3 R-phenyl glycinol

Example 6: Proparation of {28)-4-0x0-3,3-dimethyl-N-Boc-proline



WO 2005054186 PCT/1B2004/003812

S

o %ﬁ»« -

Racemic ester 50 9% conversion

10 mg of the racemic ester was suspended In 100 microllters of acetonlirile and was added to

5 500 mL of KPB bufler contsining 10% Bacllus lentus protease (BLP). The reaction was
stopped after 168 h, resulting In a 50% conversion and >98% ee of the acid product (28)4-
o0x0-3,3-dimethyl-N-Boc-profine. Amameo proleather FGF was encther candidate, which was
found to carry out this reaction with slmilar enatioselectivities and reactivity.
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1. A method of preparing a stereclsomerically enriched compound of forrmula (1),
R1
AN
R*
mx-ﬁ*
R )
wherein:

Zis 0, 8, C=0O, C»CH,, or <{CR'R")-;

R' B hydrogen, —(CR'R°{Ce-Cu 8r¥), -CHCH=CH,, -C(O)R!, -C{O)OR’,
-C{O)C(O)OR', or -SKR")s, wherein sald Cys-Cys aryl s optionally substituted with at least one
substituent chosen from haio, C-Cy akyl, -OR’, and -N(R'R");

R* and R? are independently chosen from hydrogen, Cr-Cso allyl, Cz-C1p alkenyl, Co-
Cyo alkynyl, (CR'R®{Cy-Cy4 aryl), and (CR'R*)}4-10 membered heterocyalic), wherein said
CeCys aryl and 4-10 membered heterocyciic sre optionally substituted with st least one
substituent chosen from halo, C+Cyo alkyl, -OR”, end -N(R'R");

R' snd R® ere independently chosen from hydrogen, halo, Cr-Cy aliyl, C+-Cu
skenyl, Cx-Cro alkynyl, {CR'R®Ce-Cy4 aryl), and CR'R")4-10 mambered heterocyciic),
wherein said Ce-Cy4 aryl and 4-10 membered heterocyclic are optionally substituted with at
\east one substituent chosen from haio, Cr-Cyo alkyl, -OR’, and -NR'RY:;

R® Is hydrogen;

each R’ and R* is Independently chosen from hydrogen, halo, CrCyo slkyl, C-Cyo
alkexxy, Cy-Cyo akanyl, Cy-Cyo aikynyl, (CR*R®){Cs-Cy uryl), and {CR°R%);(4-10 membered
hetsrocyciic), wherein sald Co-Cyy aryl and 4-10 membered hetsrocyclic ars' optionally
substiiuied with at ieast one substituent chosen from halo, C+-Cy alkyl, -OR®, and -N(R*R");

each R® s Independently chosen from hydrogen and C-Cy akyl; and

t s an Integer from 0 to &;
sald method comprising:

treating a compound of formula (1), wherein R!, R', R?, R! and R® are as defined
sbove and R® Is chosen from Cr-Cy alkyl, Cr-Cro alkenyl, Gr-Cyg alkynyl, —~(CR'R*MCe-Cys
aryl), and CR'R"){4-10 membered heterocycic), and wherein sald Ce-Cy syl and 4-10
memberad heterocyclic are optionally subetituted with at least one substituent chosen from
haio, Cr-Cyo alkyl, -OR’, and -N(R'R"), with a blocatalyst In an squeous solulion, an organic
solvent, or 8 mixture of organic and agusous solvenis wherein at least one sterecisomer s

selectively hydrolyzad.
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2 A method according to claim 1, wherein in the compound of forrmula (f):

ZIs O, 8, C=0, C=CHy, or <(CR'R")-;

R’ Is <(CHy)(Ce-Cu4 aryl), -CHaCH=CH, -C(O)OR’, or -C{O)C(O)OR’, whereln said
CoC14 aryl I optionally subsiftuiad with at jeast ona substituent chosen from halo, Ci-Ce
alkyl, -OR’, and -N(R'RY;

R® and R® are Independently chosen from hydrogen, methyl, ethyl, butyl, and panty!;

R* and R® are Independently chosen from hydrogen, halo, methyl, sthyl, butyl, and
pentyl;

R® Is hydrogen;

R' and R" are Independentty chosen from hydrogen, halo, C+Cag alkyl, C-Cqp afkoxy,

Cy-C1o alkenyl, and Ce-Cua aryl, whereln sald Co-C14 1yl iu optionally substituted with at least
one substituent chosen from halo, C-C1p atkyl, -OR®, and -N(R'R®); and
each R® is independently chosen from hydrogen and Cy-Cxg alkyl.

3. A mathod according to clalm 1, whersin In the compound of formula (I):
Z i 0, 8, C=0, C=CHy, or (CR'R")-;
R' Is —CHsPh, -C{O)OR', or -C{O)C(O)OR";
R* snd R* sre hydrogen;
R* end R* ere independently chosen from hydrogen and metinyt;
R Is hydrogen; and
R’ and R® are Independently chosen from hydrogen and Cy-Cyp skyi.

4, A method according to claim 1, wheraln In the compound of formula (I):
Z s O, 8, C=0, C=CHp, or (CR'RY)-;
R" I8 —CHzPh, ~C{O)OCH,, -C{O)OC{CHa, Of -C{O)C{O)OCHs:
R* and R® are hydrogen;
R* and R® are Independently chosen from hydrogen and methyt;
R® Is hydrogen; and
R’ and R® are independently chosen from hydrogen, fucrine, methyl, and —~OCH,.

6. A method according o claim 1, wherein in the compound of formuia ():
4 -~
R' I8 —CHyPh, -C(0)OCH,, -C(0)OC{CHas, or -C{O)C{O)OCHy;
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R* end R® are hydrogen;
R* and R® are methyi; and

R' Is hydrogen.

6. A method according to claim 1, whereln In the compound of formula ():
Z W~(CR'R");
R' s ~CH;Ph, -CHyCH=CHj, -C{O)OCHa, -C{O)OC(CHaka, of -C{O)C{O)OCHs:

R* and R® are hydrogen;
R* snd R® are independently chosen from hydrogen and methyl, ethyl, butyl snd

pentyl;
R' s hydrogen; and
R’ and R® are independently chosen from hydrogen, fucrine, chiorine, CCyo aliyl,

and C4-C4p alkoxy.

7. ﬁmeﬂnddmparhuaetmndwmhﬂyauldmdmmmddmm

fo
-

CHy
wherein:
R' Is -CHyPh, -C(O)OR’, or -C(O)C(O)OR’; and
R Is CrCyp alicyl;
sald method comprising:
freating a compound of formula (IC),

E1
Ha
&)

wherein R is as defined above and R Is chosen from C-Cys skyl, Cr-Cyo sikenyl, Cs-Cyg

aliymyl, ~CHa{Cg-C44 aryl), and —CHx(4-10 memberad heterocyciic), and wherein said Ce-Coy
aryl and 4-10 membered heterocyciic are optionally substiuted with at least ons substiivent

" chosen from halo, C+-Cyg alkyl, -OR’, and -N(R'R’), with a blocstalyst in an aqueous solution,

—
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an orgenic solvent, or & mixiure of orgenic and agqueous solvents wherein at least one
steraclsomer Is seleciively hydrolyzed.

8. A method of preparing a stereclsomesically enriched compound of formuia (1B),
R'
'|‘ o)

g 3 H
%
CHy (1B)
wherein:

R s ~CHzPh, -C(O)OR’, or -C(O)C(O)OR"; and
R’ Is C-Cyp alkyl;

said method comprising:
trealing & compound of formula (ID),

R‘l

N

F Hy

(o)

whereln R! Is as defined above and R® Is chosen from Cy-Cyp alkyl, Cx-Cyp alkenyl, Cx-Cyo
akynyl, =CHz(Cy-Cyy aryl), and ~CHgy(4-10 membered hetarocyciic), and wherein said Cs-Cy
aryl and 4-10 membeared heterocyciic are optionally substiiuted with at least one subsiftuant
chosen from halo, C1-Cyg 8ikyl, -OR’, and -N(R'R™), with a biocatslyst In sn aqueous sohstion,
an organic solvent, or a mbdure of organic and aqueous solveris wherein at least one
sterepisomer ls seleciively hydrolyzed.

8. A methad of preparing a slerecisomerically enriched compound of formuia (W),
R‘“
R‘olh%m14
R127 R19 a
wherain:

R" Is hydrogen, (CR"R™WCsCu aryl), -CHCH=CHy, -C{O)R™, -C{O)ORY,
-C{O)C(O)OR™, or -Si(R'%),, wherein said Cq-Cy4 aryl Is optionally substituted with et least
one substituent chosen from hala, Cy-Cys slkyl, -OR™, and -N(R'*R'™);
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R Is hydrogen, C-Cyg sliyl, Cy-Cro aikenyl, Cr-Co alkynyl, (CR™R")}{(Cs-Cys aryl),
or {CR"R"*){4-10 membered heterocyciic), wherein seld Cy-Cys aryl end 4-10 membered
heterocyclic are optionally substiuted with at least one substiuent chosan from halo, Cr-Cy
alkyl, -OR™, and -N(R™R™);

R" and R® are Independently chosen from hydrogen, Ci-Cy elkyl, Cr-C1o slkenyl,
CrCie alkynyl, {CR™R™}Ce-Cy aryl), and (CR™R'®)4-10 membered heterocyciic),
wherein sald Cyp-Cyq 8ryl and 4-10 membered heterocyciic sre optionally substiivted with at
lesst one substiiuent chosen from haio, Cr-Cyo sikyl, -OR", and -N(R'*R"), provided that R
and R™ cannol both be hydrogen;

R™ i hydrogen;

R' and R™ are Independently chosen from hydrogen, halo, Ci-Cy alkyl, C+-Cye
alkoxy, CrCy akenyl, CyrCio alkynyl, ~{CRTR"){Ce-Cy aryl), and «CRRT)4-10
membered heterocyclic), wherein sald Cg-Cy aryl and 4-10 membered heterocyclic are
optionally substituied with at least one substituent choaen from halo, C1-Cyp sikyl, -OR™, and
-NR"R");

aach R" Is Independently chosen from hydrogen and C,-Cy alkyl; and

t s an Integer from 0 to &;
said method comprising: .

tresting & compound of formula (lf), whereln R'°, R", R™, snd R™ sre as defined
above, and R* is chasen from C-Cio 8lkyl, Cx-Cro alkenyl, Cr-Cyo aliymyl, CRR™)}(Ce-Css
aryl), end ~(CR"R™)(4-10 mambered heterocydiic), and wherein sald Co-Cy aryl and 4-10
membered heterocyclic are optionally substituied with at least one substiiuent chosen from
halo, C+C1o nikyl, -OR™, and -N(R''R™), with a blocatalyst In sn aqueous solution, an organio
solvert, or 8 mixiure of organic and aqueous solvents wharein ot least one sierecisomer is

selectively hydrolyzed.

10. A method according to clsim 8, wherein In the compound of formula (If):
R" 1a-C(O)OR" or -C(O)C(O)OR™:
R" e hydrogen or C-Cyo alkyl;
R™ and R™ ere Independently chosen from hydrogen, Cy-Cyo akyl, Cr-Cyo slkenyl,
and Cy-Co sliynyl, provided that R™ and R™ cannot both be hydrogen;
R"ls hydrogen; and
R* s C-Cyo slipL

11. A method of prepering a stereclsomerically enriched compound of formula (ILA),



20 4

WO 2005/054186 PCT/1B2004/003812

10

18 -

R‘Iﬁf

(P
wherein:
R™ Is chosen from hydrogen, ~(CR™R"){Cs-Cs anyl), ~-CHsCH=CH,, -C(O)R™,

-C{O)OR™, and -C(O)C(O)OR™; and

each R* and R" are independently chosen from hydrogen, C-Cye akyl, Cr-Cyo
slkexy, CrCuw ekenyl, CyrCio sikynyl, ~(CRR"MCeCu aryl), and -(CR7R")4-10
membered heterocyclic), wherein said Co-Cy4 aryl and 4-10 membered heteracyclic are
optionally substitutad with st leasi one substituent chosen frem halo, Cy-Cyy alkyl, -ORY, and
NR"R™);

" each R" is independently chosen from hydrogen and Cy-Co alkyl; and
tis an integer from O io 5;

sald method comprising:
tresting @ compound of formuia (1IB),

H
R‘DIN “w

wherein R™ is 8s defined above, and R™ Is' C1-Cyo alkyl, with a biocatalyst In en aquecus
soluflon, en organic solvant, or @ mixture of organic and squecua solvents wherein at isast

one stereoisomer ls selectively hydrolyzad,

12 A method according 1o any one of claima 1 {0 11, wherein saki biocatalyst Is chosen
from an alkafine proiease, en esterase, a lipase, & hydrolsse, and any combination thereof. |

13. A method according 1o clalm 12, wherein said blocstalyst Is chosen from Kiebalalta
oxyloca, Aspergliius mefieus, Baclius aublills, and Pig Liver esterase.

14. A method for the resolution of a compound of forrmula (1),

R“
]
R"’N)é‘OR"
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wherein:

RY.is hydrogen, —(CRYR"){Ce-Cu aryl), -CHyCH=CH,, -C(O)R™, -C{O)OR™,
-C(O)C(O)OR'™, or -SI(R™),, wherein sald C¢-Cy aryl Is optionally substituted with st least
one substituent chosen from halo, Ci-Cy alkyl, ~OR", and -N(R™R™);

R" Is hydrogen, Cr-Cyo alkyl, Cx-Cro atkenyl, Cy-C1o alkynyl, (CR™R™MCe-Ci4 ary),
or {CR'™R"*)(4-10 membered heterocyciic), wherein said Ce-Cy; aryl and 4-10 membered
heterocyclic ere optionally substituted with at least one substituent chosen from halo, c,-c..
akyl, -OR™, and -NR™R™);

R™ and R® ere Independently chosen from hydrogen, Cy-Cyq alkyl, Cy-Cyo alkenyl,
CrCu alkynyl, -(CR™R"™)(CeCis aryl), and {CR™R"\4-10 membered heterocycic),
wherein sald Cs-Cyy aryl and 4-10 membered heterocyciic sre optionally substituted with at
least one substituent chosen from halo, C4-Cyp alkyl, -OR™, and -N(R™R™), provided that R"
and R™ cannot both be hydrogen;

R" Is hydrogen;

R™ and R™ ere independently chosen from hydrogen, halo, CrCy alkyl, CrCxo
akoxy, CrCq alkenyl, CyCru alkynyl, (CRTR")(Ce-Cy anyl), and <CR"R™)4-10
membered heterocyclic), wheraln sald Cg-Cy aryl and 4-10 membered heterocyclic are
optionally substiiried with st least one substituent chosan from halo, Cy-Cye alkyl, -OR™, and
_N‘Rﬂnﬂx .

each R Is Independently chosen from hydrogen and C-Cyo alkyl; and

t Is an intager from 0 to 5;
sald method comprising:

1) treating & compound of formula (i), whereln R', R"', R®, R®, and R* are s
defined sbove, with a chiral, non-racemic base io afford a mixture of disstereomaric salts;

@ separsting sald diastereomeric salts from each other; and

m converling seid diastereomemic sek o a sierecisomerically enriched

compound of formea (1l).

16. A method according to clalm 14, wherein sald chiral, non-racemic base is (R)-{(-)-2-
phenyiglycinol or (8)-(+)-2-phenyiglycinal.
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PR CEDIMIENTOS PARA PREPARAR AMINAS ENRIQUECIDAS
ESTEREOISOMERICAMENTE

Antecedentes de la Invencién

La solicitud reivindica prioridad para la Solicitud ‘de patente de los
Estados Unidos n® 80/527.143 presentada el 4 de diciembre de 2003, que
se incorpora en la presente memoria como referencia. .

La praesente invencidn se reflera a procedimientos para la
preparacion de aminas enriquecidas esterecisoméricamente. Las aminas
enriquecidas esterecisoméricamente descritas en la presente memoria
descriptiva son (tlles en la preparacién de compuesios que inhiben la
enzima proteasa del virus de ia inmunodeficiencia humana (VIH).

El Sindrome de inmunodeficiencla adquirida (SIDA) causa un
colapso gradual del sistema inmune corporal asi como un deterioro
progresivo de los sistemas nerviosos central y periférico. Desde su
reconocimiemnto inicial a principio de los aflos 80, el SIDA se ha propagado
rdpidamente y actuaimente ha alcanzado proporclones epidémicas dentro
de un segmento relativamente limitado de la poblacién. Se ha llevado a
cabo una intensa investigacién para descubrir el agente responsable, el
retrovirus T-linfotrépico humano tipo 1l (HLTV-l). Actualmente més
comunmente conocido como VIH.

El VIH es un miembro de la clase de los virus conocidos como
retrovirus y 8s el agente etiolégico del SIDA. El genoma retroviral se
compone de ARN, que se convierte en ADN mediante transcripcién
inversa. Este ADN retroviral se integra entonces establemente en un
cromosoma de la célula huésped, empleando los procesos replicativos de
las células huéspedes, produce nuevas particulas retrovirales y hace
progresar la infeccién en otras células. El VIH parece tener una afinidad
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particular con la célula linfocito T-4 humano, que desempeiia una funcion
importante en el sistema inmunitario humano. La infeccién por VIH de los
leucocitos reduce la poblacién de leucocitos. Eventuaimente, ol sistema
inmunitario se vuelve inoperante e ineficaz contra diversas enfermedades
oportunistas tales como, entre otras, la neumonia por Pneumocystis carini,
el sarcoma de Kaposi, y el cancer del sistema linfatico.

Aunque no se comprende el mecanismo exacto de la formacién y
del funcionamiento del virus VIH, en la identificacion del virus se han
hecho algunos progresos para controlar la enfermedad. Por ejemplo, se ha
descubierto que el fA&rmaco azidotimidina (AZT) es eficaz para Inhibir la
transcripcion inversa del genoma retroviral del virus VIH, proporcionando
de este modo una medida de control, aunque no una cura, para los
pacientes aquejados de Sida. Se prosigue la bisqueda de fArmacos que
puedan curar o al menos, proporcionar una mejor medida de control del
virus mortal VIH y de este modo del tratamiento del SIDA y de las
enfermedades asociadas.

La replicacion retroviral se caracteriza de manera rutinaria por el
proceso de postraduccion de las poliproteinas. Este proceso se lleva a
cabo mediante la enzima proteasa del VIH viraimente codificada. Esto
produce polipéptidos maduros que posteriormente ayudan a la formacion y
a la funcién del virus infeccieso. Si se detiene este proceso molecular,
entonces se termina la produccién nomal del VIH. Por lo tanto, los
inhibidores de la proteasas del VIH pueden funcionar como agentes virales
antil-VIH.

La proteasa del VIH es uno de los productos traducidos del gen
pol25 de la proteina estructural. del VIH. Esta proteasa retroviral escinde
especificamente otros polipéptidos estructurales en lugares discretos para
liberar estas enzimas y protelnas estructurales recién activadas, con lo que
se hace que el viribn sea de replicaciéon competente. De este modo, la

N
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Inhibicién de la proteasa del VIH por potentes compuestos puede prevenir
la integracidn proviral de los linfocitos T Infectados durante la fase inicial
del ciclo de vida del VIH-1, asl como inhibir el proceso proteolitico viral
durante su fase terminal. Ademés, los inhibidores de la proteasa pueden
tener las ventajas de ser més faciimente disponibles, de sobrevivir més
tiempo en el virus, y ser menos téxicos que los farmacos actuaimente
disponibles, posiblemente debido a su especificidad para la proteasa
retroviral.

Se han descrito procedimientos para preparar compuestos Utiles
como inhibldores de la proteasa del VIH en, por ejemplo la patente de los
Estados Unidos n® 5.962.640; la patente de los Estados Unidos n?
5.932.550; la patente de los Estados Unidos n? 6.222.043; la patente de los
Estados Unidos n® 5.644.028; el documento WO 02/100844, la patente
australiana n® 705193; la solicitud de patente canadiense n? 2.179.935; la
solicitud de patente europea n® 0 751 145; la solicitud de patente japonesa
n? 100.867.489; Y. Hayahsi, et al., J. Org. Chem., §8 5537-5544 (2001); K.
Yoshimura, et al., Proc. Natl. Acad. Scl. USA, 86, 8675-8680-(1999); y T.
Mimoto, et al., J. Med. Chem., 42, 1789-1802 (1998). Muchos Inhibidores
de la proteasa del VIH son moléculas complejas que contienen uno 0 més
dtomos de carbono asimétricos. La prepara-cién de tales compuestos de
una manera eficaz y selectiva estereoquimicamente es un reto al que se
enfrentan los quimicos sintéticos. Aunque se han desarrollado algunos
procedimientos  sintéticos estereoselectivos para abordar estas
necesidades, generaimente no se pueden aplicar a una amplia gama de
moléculas. De este modo, sigue existiendo la necesidad de desarmollar
procedimientos estereoselectivos que se puedan usar para preparar
gficazmente tales moléculas complejas.

Sumario de la Invencién
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La presente invencién se refiere a procedimientos para preparar un

compuesto enriquecido esterecisoméricamente de férmula (I)

, R o
X
Rs V4 5

R* ()

en la que

Zes O, S, C=0, C=CH,, 0 (CR'R%-;

R' es hidrégeno, (CR’R%+(arllo Cg-C14), -CHz-CH=CH,, -C(O)R’, -
C(O)OR’, -C(O)C(O)OR’ o -Si(R")s, en la que dicho arilo Ce-Cis o5t
opcionaimente sustituido con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, OR?, y ~N(R"R®);

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrdgeno, alquilo
Ci-Cio, alquenilo C2-Cig, alquinilo CzCio, <(CR'R®)+{arilo Ce-Cis) ¥ -
(CRR®)(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Ce-Cis y €l
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Cy-Gio, OR’, ¥ -
N(RR®);

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C4-C1o, alquenilo Cz-Cio, alquinilo C=-C1o, {CR’R®)+(arllo C¢-C1) ¥
—{CR’R®)(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Ce-Ci4 y €l
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C4-C1o, -OR’, ¥ -
N(R'R®);

R® es hidrégeno;

R’ y R® se selecciona cada uno independientemente de hidrégeno,

halo, alquilo Cy-C1o, alcoxi C1-Cio, alquenilo Cz-Cye, alquinilo CzCio, —

74
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(CR®°R%(arllo Cs-C1s) y —(CR°R®(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que el arilo CeCis y ol heterocicio de 4-10 miembros estin
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alqullo C1-C1o, -OR°, y -N(R°R®);

cada R® se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
CiCios ¥

" tes un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (1), en la que R', R2, R®, R* y R° son
tal como se han definido anteriormente y R® se selecciona de alquilo Ci-
Cio alquenlo CzCio, alquinllo CzGCio, ~(CR'R%+(arilo Ce-Ci) ¥ -
(CRR®)(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arllo Ce-Ci4 ¥
dicho heterociclo de 4-10 miembros estidn opcionaimente sustituidos con
al menos un sustituyente seleccionado de halo, alqullo C4-Cyp, OR’, y —
N(R’R%, con un biocatalizador en una solucidn acuosa, un disolvente
orgénico, 0 una mezcla de disolventes organico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereoisémero.

Otro aspecto de |a presente invencion proporciona cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
preparacion de un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de
férmula (1) , en la que

Zes 0, S, C=0, C=CH,, 0 {CR’R®)-;

R' es —(CR’R®)-(arilo Ce-Ch4), -CH2-CH=CHjz, -C(O)R’, -C(O)OR’, -
C(O)C(O)OR? o —Si(R")a, en la que dicho arilo Ce-C14 e8td opcionalmente
sustituido con al mencs un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Cs-
Cio, OR’, y-N(R'R®);

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquillo
Ci-Ciol
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R* y R® se seleccionan Independientemente de hidrégeno, halo y
alquilo Cy-Cio; '

R? es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C,-Cy, alcoxi C4-Cio, alquenilo CzCio alquinilo CzCio, -
(CR*R%(arilo Cs-Ci4) y —(CR®R®(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo Cg-Ci4 y dicho heterocicio de 4-10 miembros estan
opcionalmente sustituidos con al menos un susiituyente seleccionado de
halo, alguilo C1-C1o, -OR®, y -N(R"R%);

cada R® se selecciona iﬁdapendiememente de hidrégeno y aiquilo
Ci-Cuoy .

t @s un nimero entero de 0 a 5;

En otro aspecto de ia presente invencioén se proporciona cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la.
preparacién de un compuesto enriquecido estereocisoméricamente de
férmula (1), en la que

Zes 0, S, C=0, C=CHs, 0 -(CR'R%)-;

R' es —{CHy)(arlo CgCiy), -CH-CH=CH;, -C{O)OR’ o -

C(O)C(O)OR? , en la que dicho arilo Ce-C14 @sté opclionalmente sustituido

con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C,-Cyo, OR’, y
-N(R'R®);

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alqullo
Ci-Co;

R* y R’ se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo y
alqullo C4-Cio;

F-I' es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alqullo Ci-Cio, alcoxi Cy-Cyo, alquenilo Cz2-Cio alquinilo C2Cio -
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(CR°R%(arilo Ce-C1s) y —(CR°R®)(heterocicio de 4-10 mlembros), en la
que dicho arlo CeCi4 y dicho heterocicio de 4-10 miembros estin
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, -OR®, y -N(R°R®);

cada R? se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio ¥

tes un nimero enterode 1 a 3;

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona cuaiquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
preparacién de un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de
férmuta (1) , en la que

Zes O, S, C=0, C=CHz, 0 {CR’R®)-;

R' es —(CH))(arlo CeCi), -CHxCH=CH,; -C(O)OR’ o -
C(O)C(O)OR’ , en la que dicho arilo Cs-C14 esté opcionalmente sustituido
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C4-C1g, OR” y —
N(R'R®);

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrdgeno, metilo,
etilo, butilo y pentilo;

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
metilo etilo, butilo y pentilo;

R® es hidrogeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C4-Cyo, alcoxi C;-Cqo, alquenilo C-Cyo, y arilo Ce-Ci4, on la que
dicho arilo Ce-C14 estd opcionalmente sustituido con al menos un
sustituyente seleccionado de halo, alquilo C4-C1o, -OR®, y -N(R°R®); y

cada R® se selecciona independientemente de hidrégeno y alqullo
Ci-Cio.
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En otro aspecto adicional de la presente invencién se proporciona
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria
descriptiva para la preparacion de un compuesto enriquecido
estereoisoméricamente de férmula (1), en la que

Z e8 O, S, C=0, C=CH,, 0 (CR’R%)-;

R' es -CH,Ph, -C(O)OR? o -C(0)C(O)OR;

R%2yR? son hidrégeno;

R*y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo;

R® es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
C1-Cro.

La presente invencion proporciona también cualquiera de los
procedimientos’ descritos an. la presente memoria descriptiva para la
preparacion de un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de
férmula (1) , en la que

Z 8 O, S, C=0, C=CH,, 0 (CR'R%-;

R' es —CH.Ph, -C(0)OCHS3; -C(O)OC(CHs)s 0-C(O)C(O)OCHs;

R2yR® son hidrégeno;

R* y R°® se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo;

R® es hidrégeno; y

R’ y R se seleccionan independientemente de hidrégeno, fldor,
metilo y ~OCHa.

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
preparacién de un compuesto enriquecido estereoisoméricamente de
férmula (1) , en la que

Zes S;
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R' es —CHzPh, -C(O)OCH,, -C{O)OC(CH3)3 0-C(O)C(O)OCHS3;
R?yR? son hidrogeno;

R*y R® son metiio; y

R® es hidrégeno.

En otro aspecto adicional de la presente invencién se proporciona
cualquiera de los procedimientos descritos en la presemte memoria
descriptiva para la preparacion de un compuesto enriquecido
estereocisoméricamente de férmula (I) , en la que

Z es C=0, C=CHz, 0 (CR'R%-;

R' es {(CR"R*(arilo Cy-C14), -CHzCH=CHo, -C{O)R, -C(O)OR" -
C(O)C(O)OR’ o -Si(R™)s, en la que dicho arilo C¢-C14 ©5tA opcionaimente
sustituido con.al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C;-
C1o, OR” y -N(R'R®);

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Coi .

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo y
alquilo Cy-Cyo;

R® es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan Independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C;-Cyo, alcoxi Ci-Cig, alquenilo CzCip, alquinilo C2-Cio, -
(CR°R%arllo Ce-C1s) Y —(CR°R°)(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo CeCy4 y dicho heterociclo de 4-10 mlembros estdn
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente selecclonado de
halo, alquilo C1-C1o, -OR®, y -N(R*R®);

cada R® se selecciona independientemente de hidrégeno y alqulio
Ci-Cisy

t es un nuimero entero de 0 a 5.

7.5
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Otro aspecto de la presente invencién proporciona cuaiquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
preparacion de un compuesio enriquecido esterecisoméricamente de
férmula (1), en la que

Z es C=0, C=CH;, 0 {CR'R"%-;

R' 88 —~CH,Ph, -CHz-CH=CH,, -C(O)R’, -C(O)OR’ 0 -C(O)C(O)OR’ ;

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio:

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo y
alquilo C1-Co;

R® es hidrégeno

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C;-Cyo, alcoxi Ci-Cyo, alquenilo CzCio, alquinilo CzCio -
(CR°R®)(arilo Ce-C1s) y —(CR®R®)(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo Cg-Cis4 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estén
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alqullo C1-Cyo, -OR?, y -N(R°R?);

cada R® se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Ciy

t es un nimero entero de 1 a 3.

En otro aspecto adicional de la presente invencion se proporciona
cualquiera de los procedimienios descritos en la presente memoria
descriptiva para la preparacibn de un compuesto enriquecido
estereocisoméricamente de férmula (1) , en la que

Z es -(CR'R%)~;

R' es —CHzPh, -CH>CH=CHj, -C(O)OCHs, -C(O)OC(CHa)a 0 -
C(O)C(O)OCH,;

R2y R® son hidrégeno;

&
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R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo,
etilo, butilo y pentilo;

R® es hidrégeno; y

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, fidor,
cloro, alquilo C4-C1o y alcoxy C4-Cio;

La presente invencion se refiere ademas a procedimientos para

preparar un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de férmula (1A)

O

-

R1

OH
‘g;--‘-—(:fia
CHs (1A)

en la que

R' es -CHoPh, -C(O)OR’, o -C(O)C(O)OR’ ;y
R’ es alquilo C1-Cig;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (IC),

T oo
T
S CHj,

CHj (IC)

en la que R', es tal como se ha definido anteriormente y R°® se
selecciona de alquilo C4-Co, alquenilo C>-Cyo, alquinilo C2-C1o, —CHa(arilo
Ce-C14) y —CHa(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo Ce-

Sg.
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C14 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-C1o, OR, ¥
-N(R'R’), con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente
orgénico, o una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereocisdémero.

La presente invencién se refiere ademds a cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para preparar
un compuesto enriquecido estereocisoméricamente de férmula (1A), en la
que R! -C(O)YOC(CHa)s, que comprende tratar un compuesto de
férmula (IC), en la que R' es -C(O)OC(CHa)s, ¥ R® es -CHa, ¢on un
blocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente orgénico, 0 una
mezcla de disolventes organico y acuoso en la que se hidroliza

selectivamente al menos un esterecisdémero.

En otro aspecto adicional de la presente invencion se proporciona
cuaiquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria para
preparar un compuesto enriquecido estereclsoméricamente de foérmula
(1A), en la que R' es -CHzPh, que comprende tratar un compuesto de
férmula (IC), en la que R' es -CHzPh y R® es —CHj con un biocatalizador
en una soluciébn acuosa, un disolvente organico, 0 una mezcla de
disolventes orgénico y acuoso en la que se hidroliza selectivamente al

menos un estereoisdémero.

En otro aspecto de la presente invencién se proporcionan
procedimientos  para preparar un compuesto  enriquecido
ssterecisoméricamente de férmula (IB),

&
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F CHj (1B)

en laque R'es -CHaPh, -C(0)-OR’ 0 -C(O)C(O)O R”; ¥
R’ es alquilo C4-Cyp
comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (ID),

1

R o
N ORS
F CHa

en la que R', es tal como se ha definido anteriormente y R® se
gelecciona de alqullo C4-Co, alquenilo C>-Cyo, alquinilo Cz-C1, —CHz(arilo
Ce-C1i) y —CHa(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo Cs-
C4 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alqullo C1-Cio, OR’, y
-N(R’R"), con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente
orgénico, 0 una mezcla de disolventes organico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereoisémero.

La presente invencién se refiere ademas a cualquiera de los
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procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para preparar
un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de férmula (IB), en la
que R' es -C{O)OC(CHa)s, que comprende tratar un compuesto de
férmula (ID), en la que R' es -C(O)OC(CHa)s, y R® es -CHs, con un
biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente organico, 0 una
mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se hidroliza

selectivamente al menos un esterecisémero.

En otro aspecto adicional de la presente invencién se proporciona
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria
descriptiva para preparar un compuesto enriquecido
esterecisoméricamente de férmula (IB), en la que R' es -CHaPh,
comprendiendo tratar un compuesto de férmula (ID), en la que R' es -
CHzPh, y R® es es -CHjs, con un biocatalizador en una solucién acuosa,
un disolvente orgénico, o0 una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en

la que se hidroliza selectivamente al menos un esterecisémero.

Igualmente se proporciona en la presente invencion cualquiera de
los procedimientos descritos en la presente memorla descriptiva para
preparar compuestos enriquecidos esterecisoméricamente de las férmulas
(1), (IA) e (IB), en las que dicho biocatalizador se selecciona de una
proteasa alcalina, una esterasa, una lipasa, una hidrolasa, y una
combinacién cualquiera de las mismas. En otro aspecto de la presente
invencién se proporcionan procedimientos en los que dicho biocatallzador
se selecciona de Klebsiella oxytoca, Aspergillus melleus, Bacillus subfilis,
Bacillus lichenformis, Bacillus lentus y esterasa de higado de cerdo.

La presente invencién se refiere también a un procedimiento para la
resolucién de un compuesto de férmula (1)
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R ()

en la que

Z es O, S, C=0, C=CH,, 0 {CR’R%)-;

R'! es hidrégeno, (CR'R%*(arilo Ce-C14), -CHz-CH=CH>, -C(O)R’, -
C(O)OR’, -C(O)C(O)OR’ o -Si{(R™)s, en la que dicho arilo Ce-Ci4 eSta
opcionaimente sustituido con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, OR’, y —N(R"R");

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo
Ci-Cio, alquenllo Cz-Cio, alquinilo C2Cio, H{CR'R®)arilo Ce-Cis) ¥ -
(CR'R*)\(heterociclo de 4-10 miembros), en la que dicho arilo Ce-Cys ¥
dicho heterociclo de 4-10 miembros estan opcionalmente sustituides con
al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Cy-C1, OR’, y —
N(RTRY); '

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo Cy-C1o, alquenilo Cz-Cyo, alquinllo C2-Cio, {CR’R*)(arilo Ce-C14) ¥
—(CR’R%;(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Cs-Ci4 ¥ el
heterocicio de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Cy-Csg, -OR’, y -
N(R'R);

R® se selecciona de alquilo Ci-Cy, alquenilo Cz-Cyo, alquinilo Co-
Cio, —(CR7R®)(arilo Ce-C14) y —(CR’R®){heterocicio de 4-10 miembros), y
on la que dicho arilo Ce-C14 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn

fb%g
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opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente selecclonado de
halo, alqulio C1-Cyo, -OR’, y =N(R'R®);

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C1-Cio, alcoxi Cy-Cio, alquinllo Ca-Cio, {CR°R®)(arllo Cg-C1s) ¥ —
(CR®R%)y(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Ca-Cis ¥y ©f
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cio, -OR%, y —
N(R°R%);

cada R° se selecciona independlentemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cioly

t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula () con un biocatalizador en un
disolvente acuoso, un disolvente orgénico, o una mezcla de disolventes
orgénico y acuoso para obtener un compuesto enriquecido
esterecisoméricamente de férmula (I) en la que R® es hidrogeno.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
resolucion de un compuesto de férmula (I) en la que

Zes 0, §, C=0, C=CH,, 0 {CR'R®)~;

R' es (CR'R®xarilo Ce-C14), -CHz-CH=CHs, -C(O)R’, -C(O)OR’, -

C(O)C(O)OR? o -Si(R7)s, en la que dicho arilo Ce-C14 6514 opcionalmente

sustituido con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C;-
Cio, OR?, y~N(R'R%;

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrdgeno y alquilo
Ci-Cio;

R* y R° se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C4-Cyg;

N
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R? es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alqullo Ci-Cys, alcoxi Ci-Cio, alquenilo Cz-Cyp, alquinilo CzCig, -
(CR*R%(arilo C¢C1s) y —(CR°R®)(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo CeCys y dicho heterocicio de 4-10 miembros estdn
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alqullo C1-C1o, -OR®, y ~N(R°R");

cada R® se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Ciny

t @s un nimero entero de 0 a 5.

En otro aspecto de la presente invencidn se proporciona cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
resolucién de un compuesto de férmula (I} en la que

Zes O, S, C=0, C=CH,, 0 {CR'R%-;

R' es —(CHoh(arilo Cs-Ciu), -CH>CH=CH,, -C(O)OR’ o -
C(O)C{O)OR’ , en la que dicho arilo Cg-C14 estd opcionalmente sustituido
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C1-C1o, OR’, ¥
-N(R'R®);

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
CiCie;

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, haio,
alquilo C4-Co;

R® es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C4-Cyo, alcoxi Ci-Cio, alquenilo CzCyq, alquinilo CzCp, —
(CR°R®)(arilo C¢-C14) Y —(CR"R®)(heterociclo de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo Ce-Ci4 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estén

opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
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halo, alquilo C1-Cio, -OR®, y —N(R"R®);
cada R° se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio y

t es un nimero entero de 1 a 3.

0\‘\

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona cuaiquiera

de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
resolucion de un-compuesto de férmula (1) , en la que

Z es O, S, C=0, C=CHg, 0 {CR’R®)-;

R' es —(CH.)arlo CgCi), -CHz-CH=CH;, -C(O)OR’ o -
C(O)C(O)OR’ , en la que dicho arllo Ce-C14 85td opcionaimente sustituido
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C-C1o, OR” y -
N(R'R");

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrégeno, metilo,
etllo, butilo y pentilo;

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
maetilo etilo, butllo y pentilo;

R® es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C4-Cyp, alcoxi C1-Cyo, alquenilo C2-Cqo, y arilo Ce-C1s, @n la que
dicho arilo Ce-Cis estd opcionalmente sustituido con al menos un
sustituyente seleccionado de halo, alqullo C1-Ci, -OR®, y -N(R°R®); y

cada R? se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio-

En otro aspecto adicional de la presente invencion se proporciona
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria
descriptiva para la resolucién de un compuesto de férmula (i) , en la que

Z es 0, S, C=0, C=CH,, 0 (CR’R®)-;
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R' es ~CHzPh, -C(O)OR’ o -C(0)C(O)OR’;

R2y R® son hidrégeno;

R*y R® se seleccionan independientemente de hidrdgeno y metilo;

R® es hidrogeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo C1-C1o, y alcoxy C1-Cio,

La presente invencién también proporciona cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memorla descriptiva para la
resolucion de un compuesto de formula (l) , en la que

Z es O, S, C=0, C=CHz, 0 {(CR'R?)-;

R' @5 —CH,Ph, -C(O)OCHj, -C(Q)OC(CH;)s 0-C(0)C(O)OCHSs;

R?yR® son hidrégeno;

R*y R® se seleccionan independientemente de hidrdgeno y metilo;

R® es hidrogeno; y

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, filior,
metilo y -OCHjs.

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
resolucién de un compuesto de férmula () , en la que

Zes S;

R' es —CHzPh, -C(O)OCH,, -C(O)OC(CHs)s 0-C(O)C({O)OCHs;

R?yR? son hidrégeno;

R*y R® son metilo; y

R® es hidrégeno.

En otro aspecto adicional de la presente Invencidén se proporciona

cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria
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descriptiva para la resolucién de un compuesto de férmmula (1) , en la que

Z es C=0, C=CH,, 0 {CR’R®)-;

R' es ~(CR’R®)(arilo Cg¢-C14), -CH-CH=CHs, -C(O)R’, -C(O)OR" -
C(O)C(O)OR’ o ~Si(R’)a, en la que dicho arlio Ce-C14 @st4 opcionalmente
sustituido con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Cs-
C1o, OR” y -N(R'R");

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
C1-Cios

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo y
alquilo Cy-Cyq;

R® es hidrégeno;

R’ y R* se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo Cy-Cyo, alcoxi Cj-Cyo, alquenilo Cg-Cyo, alquinlio CxCio, -
(CR*R%)(arilo Ce-C14) y —(CR°R%(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo CeCi4 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn
opcionalmente sustituidos con al mencs un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo Cy-C1o, -OR®, y —N(R°R®);

cada R? se selecclona Independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio y

t @5 un nimero enterode 0 a 5.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
resolucién de un compuesto de férmula (l) , en la que

Z es C=0, C=CH,, 0 {CR'R")-;

R' es -CHzPh, -CHa-CH=CH,, -C(O)R’, -C(O)OR’ 0 -C(O)C(O)OR’ ;

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
C1-Cioi

- R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo y

Y,
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R® es hidrégeno

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilo Cy-Cyo, alcoxi Cy-Cyg, alquenilo Cz-Cio alquinilc CxCio, -
(CR°R")\(arilo Cs-C14) ¥y —(CR®R%yheterocicio de 4-10 miembros), en la -
que dicho arilo Ce-Ci4 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estan
opcionalmente sustituldos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-Cyq, -OR®, y —N(R°R®);

cada R? se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio: y

t es un nimero entero de 1 a 3.

En otro aspecto adicional de la presente invencién se proporciona
cualquiera de los procedimienios descritos en la presente memoria
descriptiva para |a resolucién de un compuesto de férmula (I), en la que

Z es -(CR'R%)-;

R' es —CHyPh, -CH-CH=CHj, -C(O)OCH;, -C(O)OC(CHs)s © -
C{O)C(O)OCHS;

R?y R® son hidrégeno;

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo,
etilo, butilo y pentilo;

R® es hidrégeno; y

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, fldor,
cloro, alquilo C1-Cyp y alcoxi C4-Cio.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona- un
procedimiento para preparar un compuesto enriquecido
estereoisoméricamente de formula (ll),
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en la que

R es hidrégeno, <(CR'"R")(arllo CsCis), -CHzCH=CHz, -
C(O)R', -C(O)OR", -C(O)C(O)OR' o —SI(R'%),, en la que dicho arlio Ce-
Cie 6514 opcionaimente sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado de halo, alquilo C1-C1o, OR"S, y =N(R**R'®);

R es hidrégeno, alquilo C1-Cio, alquenilo Cz-C1o, alquinilo Co-Cio,
—(CR'"®R"®)(arilo Cg-C14) 0 —(CR'®R'®)(heterociclo de 4-10 miembros), en
la que dicho arllo- Ce-Ci4 ¥ el heterocicio de 4-10 miembros estdn
opcionaimente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilc C1-C1o, -OR'S, y -N(R'R'%);

.R'? y R" se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo
C1-Cio, alquenilo Cz-Cyq, alquinilo Cz-Cio, {CR'™R")(arilo Ce-Cr) ¥y -
(CR"R"™)(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Ce-Ci4 y €l
heterociclo de 4-10 miembros estan opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cyo, -OR', y —
N(R'®R'), siempre que R y R'® no puedan ser ambos hidrégeno;

R' es hidrégeno;

R' y R'® se seleccionan independientemente de, hidrogeno, halo
alquilo Ci-Cyo, alcoxi Ci-Cyo, alquenilo Cz-Cio, alquinllo CzxCip, —~
(CR'R'")arilo Ce-C14) y ~(CR"R"){heterociclo de 4-10 miembros), en la
que el arilo CgCiy y o heterocicio de 4-10 miembros estdn
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alqullo C4-C1o, -OR", y -N(RR"");

cada R'” se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
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Ci-Cio; ¥
"t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (If), en la que R'°, R", R'"®y R™son
tales como se han definido anteriormente y R™ se selecclona de alquilo C;-
Cio, alquenilo Cx-Cyo, alquinilo C-Cio, {CR™R™®)~(arllo CeCis) ¥ -
(CR' R'")(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo Ce-Ci4 ¥
dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con
al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cy, OR'™, y —
N(R'™R'®), con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente
orgédnico, 0o una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se
hidroliza selectivamente al menos un esterecisémero.

En otro aspecto adicional de la presente invencién se proporciona
cualquiera de los procedimientos descritoe en la presente memoria
descriptiva para la preparaclon de un compuesto enriquecido

esterecisoméricamente de férmula {ll) , en la que

R es —~(CR'"R'"®)(arilo C¢-C14), -C(O)OR™ 0 -C(O)C(O)OR'™ en la
que dicho arilo Cs-Ci4 @std opcionaimente sustituido con al menos un
sustituyente seleccionado de halo, alquilo C1-C1o, OR', y —-N(R'®R"®);

R'' es hidrégeno alquilo C-Cyo, alquenilo C2-Cio, alquinilo Cz-C1o, —
(CR'™R")(arilo Ce-C14) 0 —{CR'R'"®)(heterociclo de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo Ce-Cia y ol heterocicio de 4-10 miembros estén
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, -OR', y-N(R'®R'®);

R' y R'? se seleccionan independientemente de hidrégeno alquilo
C1-Cio, alquenilo C2-Cqo, alquinilo C2-Cio, <{CR"™R™){arilo Ce-C1e) ¥ -
(CR"R")(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arllo Cg-Cy4 y el
heterociclo de 4-10 miembros estan opcionalmente sustituidos con al
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menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cio, -OR™, y ~
N(R'R'), siempre que R'? y R™ no puedan ser ambos hidrégeno;

R" es hidrégeno;

R'"™ y R' se seleccionan independientemente de, hidrégeno, halo
alquilo Cy-Cyo, alcoxi Ci-Csp, alquenilo C»-Cyo, alquinilo Cx-Cio, —
(CRVRMarilo Ce-C1a) y ~(CRVR")(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que el arilo Ce-Cis v e heterociclo de 4-10 miembros estdn

. opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de

halo, alquilo C+-Cso, -OR", y -N(R""R"");
cada R'7 se selecciona independientemente de hidrégeno y alqulio
Ci-Cui y

t @5 un nimero enterode O a 5.

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona cualquiera
de los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
preparacién de un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de
férmula (ll} , en la que

R'® es -C(O)OR" 0 -C(O)C(O)OR™ ;

R"! es hidrégeno o alquilo C4-Cio;

R'? y R' se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo
C+-Cio, alquenllo C2-Cyo, alquinilo C-Cio, Siempre que R'? y R no
puedan ser ambos hidrogeno;

R es hidrégeno; y

R" es alquilo Ci-Cro.

En otro aspecto adicional de la presente invencion se proporciona
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria
descriptiva para la preparacion de un compuesto enriquecido
estereoisoméricamente de fdormula (ll) , en la que
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R™ es -C(O)OR™ 0 -C(0)C{O)OR™
R'! es hidrégeno;

R™ es hidrégeno;

R™ es alquenilo C2-C1o;

R™ es hidrégeno; y

R'" es alquilo Ci-C1e.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para la
preparacién de un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de
férmula (i) , en la que

R'? s -C(O)OR" 0 -C{O)C(O)OR'™

R es hidrégeno;

R es hidrégeno;

R' es alquenilo C2-Cs;

R'" es hidrégeno; y

R es —C(CHa)a.

La presente Invencién se reflere también a procedimientos para la
preparacion de un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de
férmula (lIA)

H O
ro-NSwdlon

N CHs
CH, (IIA)

en la que
R se selecciona de hidrégeno, —(CR"™R'®)(arilo Cg-Ci4), -CHz-
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A

CH=CHa, -C(O)R', -C(O)OR"™ y -C(O)C(O)OR™;

R' y R'" se seleccionan cada uno Iindependientemente de
hidrégeno, alquilo Cy-C1o, alcoxi C4-C1o, alquenilo Cz-Cyo, alquinilo Cz-Co,
—(CR'""R")(arilo Ce-C14) y —CR"R"")(heterocicio de 4-10 miembros), en
la que dicho arilo Ce-C14 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estén
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, ORY, y =N(R'"R");

cada R" se selecciona independientemente de hidrégeno y alqullo
Ci-Cioy ¥

t es un nimero entero de O a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (11B)

H O
R1 0- N ‘“JLOR'M
N CHg
CH, (IIB)

en la que R'® es tal como se define anteriormente y R' es alquilo
C1+-C10, cONn un biocatalizador en una solucidon acuosa, un disolvente
orgénico, 0 una mezcla de disolventes organico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un esterecisémero.

Iguaimente se proporciona en la presente invencién cualquiera de
los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para
preparar un compuesto enriquecido esterecisoméricamente de férmula
(lA), en la que R™ es -C(O)OC(CHs);, comprendiendo dicho
procedimiento, tratar un compuesto de férmula (IIB), en la que R™ es tal
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como se ha definido anteriormente y R es metilo, con un biocatalizador
en una solucion acuosa, un disolvente organico, 0 una mezcla de
disolventes organico y acuoso en la que se hidroliza selectivamente al

menos un estereoisdmero.

Iguaimente se proporciona en la presente invencién cualquiera de
los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para
preparar compuestos enriquecidos esterecisoméricamente de las férmulas
{11}, y/o (l1A), en las que dicho biocatalizador se selecciona de una proteasa
alcalina, una esterasa, una lipasa, una hidrolasa, y una combinacion
cualquiera de las mismas. En otro aspecto de la presente invencién se
proporcionan procedimientos en los que dicho biocatalizador se selecclona
de Klebsiella oxytoca, Aspergillus melleus, Bacilius subtilis, y esterasa de

higado de cerdo.

En otro aspecto de la presente invencidn se proporcionan

procedimientos para la resolucién de un compuesto de férmula (Jl)

R o
RY 'R* (1

en la que

R' es hidrégeno, {CR’R®{arilo Ce-C14), -CH2-CH=CH,, -C(O)R’, -
C(O)OR’, -C(O)C(O)OR’ o -Si(R")s, en la que dicho arilo Ce-Ci4 estd
opcionalmente sustituido con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C+-Co, OR?, y —-N(R'R®);

R? es hidrégeno, alquilo C1-Cio, alquenilo C2-Cyo, alquinilo Cz-C1o, —

&

N
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(CR'R®)(arllo Co-C1s) 0 —{CR'R¥)(heterociclo de 4-10 miembros), en la
que dicho arilo Ceg-Cy4 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estén
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-Cyo, OR?, y —-N(R'R®);

R® y R* se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo
Ci-Cio, alquenllo C-Cio, alquinilo C2-Cio, {CR'R®)arllo CeCis) ¥ -
(CR'R®(heterociclo de 4-10 miembros), en la que dicho arilo Ce-C1s ¥
dicho heterociclo de 4-10 miembros estan opcionalmente sustituldos con
al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C1-C1o, -OR’, y -
N(R’R®), siempre que R® y R* son sean ambos hidrégeno;

R® se selecciona de alquilo C1-Cso, alquenilo C2-Cye, alquiniio Ca-
Cio. {CR'R%(arllo Cg-C14) y ~(CR"R*)(heterociclo de 4-10 miembros), y
en la que dicho arilo Ce-C14 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estan
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo Cy-Cye, -OR’, y -N(R'R®);

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, halo,
alquilc C,-Cio, alcoxi CiCio, elqueniic CzCio alquinio CzCio —
(CR°R%(arilo Ce-C1s) y —(CR"R®)(heterociclo de 4-10 miembros), en la
que el arilo Ce-Cis vy o heterociclo de 4-10 miembros estdn
opcionalimente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, -OR®, y -N(R°R®);

cada R® se selecciona independientemente de hidrdgeno y alquilo
Ci-Cio ¥

t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (lI) con un biocatalizador en un
disolvente acuoso, un disolvente orgénico, 0 una mezcla de disolventes
organico y acuoso para obtener un compuesto enriquecido

esterecisoméricamente de férmula (1) en la que R® es hidrégeno.
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En ofro aspecto adicional de la presente Invencién se proporcionan
procedimientos para preparar un  compuesto  enriquecido

estereolsoméricamente de férmula (I},

lR'" o
R1°,N OR“‘

en la que

R™ es hidrégeno, ~CR™R")«(arlo Ce-Cis), -CHzCH=CHaz, -
C(O)R'™, -C(Q)OR, -C(0)C(O)OR'® 0 —Si(R')s, &n la que dicho arilo Ce-
Ci«« estd .opcionalmente sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado de halo, alquilo C4-Cyo, OR'S, y -N(R'6R);

R es hidrégeno, alquilo Cy-Cio, alquenilo Cz-Cio, alquinilo C2Cio,
—(CR"R")(arllo C¢-C1s) 0 —{CR™R'%y(heterociclo de 4-10 miembros), en
la que dicho arlo Cg-Cis ¥y el heterociclo de 4-10 miembros estén
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-Cio, -OR™, y -N{R"5R"®);

R™ y R™ se seleccionan independientemente de, hidrégeno, alqullo
Ci-Cio, alquenilo Cz-Cyo, alquinlioc Cz-Cio, {CR'™R'")(arilo Cs-C1s) y -
(CR'SR'®),(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Ce-Cis y @l
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alqullo C4-Cyo, -OR', y -
N(R'®R'®), siempre que R'? y R*® no puedan ser ambos hidrégeno;

R es hidrégeno;

R'® y R'® se seleccionan independientemente de, hidrégeno, halo
alquilo Cy-Cyo, alcoxi Ci-Cyp, alquenilo Cz-Cio, alquinilo Cz2-Cio, —
(CRR")(arilo Cs-C14) y {CR'"R")(heterociclo de 4-10 miembros), en la
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que el arilo CeCis ¥ ol heterocicio de 4-10 miembros estan
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, -OR", y -N(R''R");

cada R" se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo

5 CiCuy

t es un niimero entero de 0 a 5;

comprendlendo dicho procedimiento:

) tratar un compuesto de férmula (II), en la que R'°, R'!, R%2,

R™ y R son tal como se han definido anteriormente, con

10 una base quiral no racémica para obtener una mezcia de
sales diastereoméricas;
(ii) separar dichas sales dlastereoméricas entre sl, y
(i) convertir dicha sal diastereomérica en un compuesto

enriquecido esterecisoméricamente de férmula (l1).

15
En otro aspecto adicional de la presente invencién se proporcionan
procedimientos para la resoluclion de un compuesto de férmula (Jl),
en la que
25 R es hidrogeno, <{CR"™R'®-(arilo Cg-Cis), -CH2-CH=CH, -

C(O)R', -C(O)OR", -C(O)C(O)OR" o -Si(R"®)s, en la que dicho arlio Ce-
Ci eostd opcionalmente sustituido con al menos un sustituyente
selecclonado de halo, alqullo C4-C1o, OR™, y -N(R'®R'®);

R es hidrégeno, alquilo Ci-Cyo, alquenilo C2-Cie, alquinilo C2-Cio,
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—(CR"R"){arilo Cs-C14) 0 —{CR'®R"®)(heterociclo de 4-10 mlembros), en
la que dicho arlo Ce-Ci4 y 6l heterocicio de 4-10 miembros estédn
opcionaimente sustituidos con al menos un sustituyente selecclonado de
halo, alqullo Ci-C1o, -OR'S, y -N(R'°R'%;

R* y R" se seleccionan independientemente de, hidrégeno, alqullo.
Ci-Cio, alquenilo Cz-Cio, alquinilo Ce-Cio, {CR'®R'*arllo Ca-C1s) y -
(CR"™ R'"®)(heterocicio de 4-10 miembros), en la que el arilo Cs-Ci4 y ol
heterociclc de 4-10 miembros estdn opclonalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cio, -OR'®, y -
N(R"R'®), siempre que R'? y R'® no puedan ser ambos hidrégeno;

R es hidrégeno;

R'™ y R™ se seleccionan independientemente de, hidrégeno, halo
alqulilo Ci-Cio, alcoxi Cy-Cyo, alquenlio Cz-Cy, alquinilo CzCqo, -
(CRR")(arilo Ce-C14) y (CR'R")(heterociclo de 4-10 miembros), en la
que el arilo CseCis vy ol heterociclo de 4-10 mlembros estén
opcionalmente sustituldos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alqullo C1-C1o, -OR", y ~N(R"’R");

cada R" se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cin y

t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

() tratar un compuesto de férmula (ll), en la que R'%, R, R'2,

R y R* son tal como se han definido anteriormente, con
una base quiral no racémica para obtener una mezcla de
sales diastereoméricas; '

()  separar dichas sales diastereoméricas entre s, y

(i) convertir dicha sal diastereomérica en un compuesto

enriquecido estarecisoméricamente de férmula (l1).
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La presente invencién tamblén se refiere a procedimientos para

resolver un compuesto de formula (lIA),

H O
N_ilon

R1 o o
\J—cm

CHy (A)

en la que

R™ se selecciona de hidrégeno, ~{(CR'™R'%)~(arilo Cg-C14), -CHz-
CH=CHj, -C(O)R'5, -C(O)OR, -C(O)C{O)OR'® ; y

Cada uno de R' y R'® se seleccionan independientemente de,
hidrégeno, alquilo C,-C1o, alcoxl C1-Cyg, alquenilo Cz-Ce, alquinilo C>-Cio,
—{CR'""R"){arllo Ce-C14) ¥ <(CR'""R")(heterociclo de 4-10 miembros), en
la que el arilo CeCi4 y el heterociclo de -4-10 miembros estén
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-C1o, -ORY, y-N(R'"R"");

. cada R'” se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo

Ci-Cio y

t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

()  tratar un compuesto de férmula (lIA),; en la que R™ es tal -

como se ha definido anteriormente, con .una base quiral no
racémica para obtener una mezcla de sales diastereoméricas;
(i) separar dichas sales diastereoméricas entre si, y
(i) convertir dicha sal diastereomérica en un compuesto
enriquecido esterecisoméricamente de férmula (llA).

También se proporciona en la presente invencién cualquiera de los
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procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para resolver
un compuesto de férmula (JIA) en la que R es ~C(O)OC(CHs)s.

Tamblén se incluye en la presente invencién cualquiera de los
procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para resolver
un compuesto t_ie férmula (llA) en la dicha base quiral no racémica es o
bien (R)-(-)-2-fenilglicinol o (S)-(+)-2-fenilglicinol. Otros agentes de
resolucion (tiles en la presente invencién incluyen otras aminas quirales no
racémicas que incluyen, pero no se limita a ello, bien enantiémero de 2-
amino-1-fenil-1,3-propanodiol y, bien enantibmero de 1-fenil-1-aminoetano.

Tal como se usan en la presente memoria descriptiva, los términos
“comprender” e “incluir” se usan en su sentido amplio no limitativo.

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el términoc
*VIH significa Virus de Inmunodeficiencia humana. El término “proteasa del
VIH", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, significa la
enzima de la proteasa del virus de inmunodeficiencia humana.

E! término "alquilo C,-C10", tal como se usa en la presente memoria

N

descriptiva, a menos que se indique otra cosa, incluye radicales de -

hidrocarburo monovalente saturado que tienen restos lineales, ramificados
o ciclicos (que incluyen restos biciclicos condensados y con puente y
espirociclicos) o0 una combinacién de los restos anterlores, y que contienen
entre 1 y 10 dtomos de carbono. Para que un grupo aiquilo tenga restos
ciclicos, el grupo debe tener al menos tres dtomos de carbono. Los
elemplos de tales grupos incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo,
propllo, isopropilo, n-butilo, iso-butilo, terc-butilo, etc.

El término “alquenilo C>Cio", tal como se usa en la presente
memoria descriptiva, 8 menos que se indique otra cosa, incluye restos
alquilo que tienen al menos un enlace doble carbono-carbono en el que el
alquilo es tal como se ha definido anteriormente y que incluyen isémeros E

y Z de dicho resto alquenilo, y que tienen entre 2 y 10 4tomos de carbono.
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El término "alquinilo C>-Cyo", tal como se usa en la presente
memoria descriptiva, 2 menos que se indique ofra cosa, incluye restos
al_quilo que tienen al menos un enlace triple carbono-carbono en e'l que el
alquilo es tal como se ha definido anteriormente y que contienen entre 2 y
10 &tomos de carbono.

Se entiende gue un “grupo cicloalquilo CsCio” significa una
estructura de anillo, monociclico, o policiclico condensado o
espiropoliciclico saturado o parciaimente saturado, que tiene un total de 3
a 10 &omos de carbono del anilio (pero no heterodtomos). Los
cicloalquilos ejemplares incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentenilo, ciclohexilo, cicloheptilo, adamantilo, y grupos similares.

El término "arlo Ce-C1o" tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, a menos que se indique otra cosa, incluye un radical orgénico
derivado de un hidrocarburo aromético por retirada de un hidrégeno, tal
como un fenilo o naftilo. Los términos “Ph" y "fenilo®, tal como se usan en la
presente memoria, significan un grupo -C6H5-

El término “heterociclico de 4-10 miembros” tal como se usa en la presente
memoria, a menos que se indique otra cosa, incluye grupos heterociclicos
arométicos y no aromaticos que contienen de uno a cuatro heterodtomos,
cada uno seleccionado de O, S y N, en los que cada que grupo
heterociclico tiene entre 4 y 10 Atomos en su sistema de anillo, y siempre
que &l anillo de dicho grupo no contenga dos étomos de O o S adyacentes.
Ademaés, los 4tomos de azufre contenidos en tales grupos heterociclicos se
puede oxidar con uno 0 dos atomos de azufre. Los grupds heterociclicos
no arométicos incluyen grupos que tienen sélo 4 &tomos en su sistema de
anillo, pero los grupos heterociclicos arométicos deben tiene al menos 5
dtomos en su sistema de anillo. Los grupos heterociclicos incluyen
sistemas de anillo benzocondensados. Un ejemplo de un grupo

heterocliclico de 4 miembros es el azetidiniio (derivado de la azetidina). Un
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ejemplo de un grupo heterociclico de 5 miembros es el tiazolilo y un
ejemplo de un grupo heterociclico de 10 miembros es el quinolinilo.
Ejemplos de grupos heterociclicos no aromaéticos son el pirrolidinilo,
tetrahidrofuranilo, dihidrofuranilo, tetrahidrotienllo, tetrahidropiranilo,
dihidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo, piperidino, morfolino, tiomorfolino,
tioxanilo, piperaziniio, azetidinlio, oxetanilo, tietanllo, homopiperidinilo,
oxepanilo, tiepanilo, oxazepinilo, diazepinilo, tiazepinilo, 1,2,3,6-
tetrahidropiridinilo, 2-pirrolinilo, 3-pirroliniio, indolinllo, 2H-piranilo, 4H-
piranilo, dioxanilo, 1,3-dioxolanilo, pirazolinilo, ditianilo, diticlanilo,
dihidropiranilo, dihidrotienilo, dihidrofuranilo, pirazolidinilo, imidazolinilo,
imidazolidinilo, 3-azabiclc|o[3.i .OJhexanilo, 3-azabiciclo[4.1.0Jheptanilo, 3H-
indolilo y quinolizinilo. Ejemplo de grupos heterociclicos arométicos son el
piridinilo, imidazolilo, pirimidinilo, pirazolilo, triazolilo, pirazinilo, tetrazolilo,
furilo, tienilo, isoxazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isctiazolilo, pirrolilo, quinolinilo,
isoquinolinilo, indolilo, bencimidazolilo, benzofuranilo, cinnolinilo, indazolilo,
indozinilo, ftalazinilo, piridazinilo, triazinllo, isoindolilo, pteridinilo, purinilo,
oxadiazolilo, tiadiazollio, furazanilo, benzofurazanilo, benzotiofenilo,
benzotiazolilo, benzoxazolilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, naftiridinilo y
furopiridinilo. Los grupos anteriores, derivados de los grupos anteriormente
mencionados, pueden fijarse por C o por N alll donde sea posible. Por
ejemplo un grupo derivado de pirrol puede ser pirrol-1-ilo (fijado por N) o
pirrol-3-ilo (fijado por C). Ademés un grupo derivado de imidazol puede ser
imidazol-1-llo (fllado por N) o Imidazol-3-ilo (fijado por C). Ademés, un
grupo derivado de imidazol puede ser imidazol-1-llo (fijado por N) o
imidazol-3-llo (fljado por C). Un ejemplo de un grupo heterociclico en el que
2 &omos de carbono de! anillo estan sustituidos con restos oxo (=0) es
1,1-dioxotiomoriolinilo.

Se entiende que un "grupo heteroarilo® significa una estructura de

anillo aromético monociclico o policiclico condensado o espiropoliciclico
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que tiene 4 a 18 atomos del anillo, incluyendo entre 1 y 5 hetero&tomos
seleccionados entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Ejemplos llustrativos de
los grupos heteroarilo incluyen pirrolilo, tienilo, oxazolilo, pirazolilo, tiazolllo,
furilo, piridinilo, pirazinllo, triazolilo, tetrazolilo, indolilo, quinolinilo,
quinoxalinilo, benzotiazolilo, benzodioxinilo, benzodioxolilo, benzooxazolllio,
y similares.

El término "alcoxi® tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, a menos que se indique otra cosa, Incluye grupos O-alquilo en.
los que el alquilo es tal como se ha definido anteriormente.

Los términos "halégeno® y “halo” tal como se usan en la presente
memoria descriptiva representan cloro, fidior, bromo o yodo.

El término "sustituido®, significa que el grupo o el resto especificado
lleva uno 0 més sustituyentes. El término “insustituido®, significa que el
grupo especificado no lleva sustituyentes. £1 término 'opcionalménte
sustituido” significa que el grupo especificado esté insustituido o sustituido
con uno 0 méas sustituyentes.

De acuerdo con una convencion usada en la técnica, el simbolo

% se usa en férmulas estructurales en la presente memoria descriptiva
para describir el enlace que es el punto da fijacién del resto o sustituyente
al nicleo o estructura de base. De acuerdo con otra convencién, en
algunas férmulas estructurales en ia presente memorla descriptiva los
adtomos de carbono y sus aiomos de hidrdgeno unidos no se describen
explicitamente,

por ejemplo ~ representa un grupo metilo , N representa un
grupo etilo '

O: representa un grupo ciclopentilo, etc.

El término “esterecisémeros” se refiere a compuestos que tienen
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idéntica constitucién quimica, pero difieren respecto de la disposicién de
sus éatomos O grupos en el espacio. En particular, el término
"enantiémeros” se reflere a dos estereolsémeros de un compuesto que no
son imAgenes eséculares superponibles uno de otro. Los témminos
“racémico” 0 mezcla racémica®, tal como se usan en la presente memoria
descriptiva, se refieren a una mexcla 1:1 de enantidmeros de un
compuesto particular. El término “diasteredmeros, se refiere, por otra parte,
a la relacién entre un par de estereocisomeros que comprenden dos 0 més
centros asimétricos y no son imagenes especulares uno de otro.

El término producto “enriquecido estereoquimicamente”, cuando se
usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a un producto de

reaccion en el que estd presente un estereocisémero particular en una

mayor cantidad estadisticamente significativa: respecto de los otros

posibles productos esterecisoméricos. Por ejemplo, un producto que -

comprende méas de un enantidmero que del otro constituiria un producto
enriquecido estereoquimicamente. Iguaimente, un producto que
comprende més de un diasterecisémero que de los otros constituirfa un
producto enriquecido estereoquimicamente. Los procedimienios y los
procesos contenidos en la presente memoria descriptiva se dice que
obtienen un producto enriquecido estereoquimicamente®. En tales casos,
los prooedimlentos y procesos contenidos en la presente memoria
descriptiva empiezan con una mezcia de compuestos estereoisomeéricos en
Ig que todos los posibles estereoisomeros estdn presentes en
aproximadamente una cantidad igual y obtienen un producto en el que al
menos estd presente un esterecisémero en una mayor cantidad
estad(sticamente significativa que los otros.

Sl el material de partida constituye una mezcla de esterecisémeros,
tales como una mezcla racémica, un esterecisbmero puede reaccionar

més lentamente que los otros en presencia de un reactivo 0 catalizador
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quiral no racémico, tal como un biocatalizador, una base Opticamente
activa, o un aclido épticamente activo. Tal reaccion se puede denominar en
la presente memoria descriptiva como una resolucién cinética, en la que
los enantibmeros reactivos se resuelven mediante velocidades de reaccion
diferentes para obtener tfanto el producto enriquecido
estereoquimicamente como el material de partida no reaccionado
enriquecido estereoquimicamente. La resolucién cinética se suele llevar a
cabo usando una cantidad suficiente de un reactivo o catalizador quiral no
racémico para reaccionar con sélo un estersoisémero del material de
partida.

El término "base quiral no racémica”, tal como se usa en la presente
memoria descriptiva, significa un compuesto basico que puede existir en
forma enantiomérica y no estd presente en una cantidad igual con su
enantidmero correspondientemente opuesto. Por ejemplo, el compuesto 2-
fenilglicinol existe en forma de dos enantibmeros de configuracién
opuesta, los denominados enantiémeros (R) y (S). Si los enantidmeros (R)
y (S) estdn presentes en -iguales cantidades, se dice que tal mezcla es
"racémica”. Sin embargo, si un enantibmero se encuentra presente en una
mayor cantidad que el otro, se dice que la mezcla es “no racémica”.

Los términos “resolucién® y “resolver” significan un procedimiento de
separacion fisica de los compuestos estereocisoméricos de una mezcla de
estereolsémeros, tal como una mezcla racémica que comprende dos
enantiémercs de un compuesto particular. Tal como se usa en la presente
memoria descriptiva, “resolucién”™ y “resolver” significa que incluyen tanto
una resolucién parcial como una resolucién completa.

Los témminos “proceso enzimético®, “procedimiento enzimético®,
“reaccién enzimética®, o “resolucién enzimética® denotan un proceso,
procedimiento o reaccién de la presente invencién que emplea una enzima

0 un microorganismo.
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El término “biocatalizador”, tal como se usa en la presente memoria
descriptiva se refiere a una enzima o una mezcia de enzimas que se puede
obtener a partir de animales, plantas, microorganismos o0 similares. La
enzima o enzimas se pueden emplear en cualquier forma tal como en una
forma purificada, una froma bruta, una mezcia con otras enzimas, un caldo
de fermentacion microbiana, un caldo de fermentacién, un cuerpo
microbiano, un filtrado de caldo de fermentacion, y similares, bien solo o en
combinacién. Ademas,la enzima o el cuerpo microbiano se pueden
inmovilizar, tal como sobre una resina, 0 pueden estar en formar sdlida tal
como en forma de un cristal de enzima reticulado

Ademds, un "procedimiento estereoselectivo® es uno que produce un
esterecisomero particular de un producto de reaccién preferiblemente a
otros posibles esterecisémeros del producto. La enantioselectividad se
cuantifica generalmente como “exceso enantiomérico® (ee) tal como se
define a continuacién: [% de exceso enantiomérico A(ee)=(% del
enantiémero A) — (% del enantiémero B)], donde A y B son ios productos
enantioméricos formados a partir de los materiales de partida.

Los compuestos de la presente invencién pueden tener &tomos de
carbono asimétricos. Los enlaces carbono-carbono de los compuestos de

la presente invencién se pueden describir en la presente memoria

descriptiva usando una linea continua [ :'-, una cufia sélida'{ ™) o

una cufta discontinua {™™).

. El uso de una Iinea continua para describlr
enlaces con &tomos de carbono asimétricos indica que se incluyen todos
los posiblés esterecisémeros en este carbono. El uso de una cufia llena o
de una cufia discontinua para describir enlaces con dtomos de carbono
asimétricos indica que s6lo se ha de incluir el estereocisémero mostrado. Es
posible que los compuestos de la invencién puedan contener mas de un

4tomos de carbono asimétrico. En estos compuestos, el uso de una linea
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continua para describir enlaces con dtomos de carbono asimétricos indica
que se incluyen todos los posibles esterecisémercs. El uso de una linea
continua para describir enlaces con uno o més atomos de carbono
asimétricos en un compuesto de la invencién y el uso de una cufia llena o
discontinua para describir enlaces con oiros #étomos de carbono
asimétricos en el mismo compuesto indica que esta presente una mezcia
de dlastereoisémeros.

El térmico “tratar®, tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, significa que permite al menos que dos reactivos quimicos
entren en contacto el uno con el oiro de manera que pueda tener lugar

una reaccién o transformacién quimica. Por ejemplo, en los procedimientos

de la presente invencién, un compuesto de férmula (ll), se puede tratar con

una base quiral no racémica para obtener una sal como un producto de
una reaccién quimica. En iales reacciones, se dice que el compuesto de

formula (ll) ha de ser tratado con la base. Tales reacciones pueden

. producirse en la fase sélida, la fase liquida o la fase gaseosa, en solucién o

una combinacién de cualquiera de las anteriores dependiendo de la
identidad de los reactivos y de sus propiedades fisicas.

El término "separacién” o "separado”, tal como se usa en la presente
memoria descriptiva, significa un procedimiento para aislar fisicamente al
menos dos compuestos quimicos diferentes el uno del otro. Por ejemplo, si
se realiza una reacciéon quimica y se producen al menos dos productos (A)
y (B), el procedimiento para alslar tanto (A) v (B) en forma pura se
denomina "separacién” de (A) y (B).

El término “hidrolizado®, tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, significa una reacclén quimica, que se puede inducir mediante
un biocatalizador segin la presente invencién, en la que un éster, una
amida o ambos se convierten en sus derivados &cido carboxflico

correspondientes. Por gjemplo si una reaccién convierte un compuesto de
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férmula (f), en la que R® es distinto de hidrégeno, en un compuesto de
formula (1), en la que R® es hidrogeno, se dice que el compuesto de
férmula A se ha hidrollzado.

El término “concertir®, tal y como se usa en la presente memoria, significa
permitir que tengar lugar una reaccién quimica con un material o materiales
de partida para producir un producto quimico diferente. Por ejemplo, si se
permite que los reactives quimicos (A) y (B) reaccionen el uno con et otro
para producir el producto (C), se puede decir que los materiales de partida
(A) vy (B) se han “convertido” en el producto (C), o se puede decir que (A)
se ha "convertido” en (C), 0 que (B) se “convirti0" en (C). Ademas, en los
procedimientos de la invencién, se dice que las formas de sal de los
compuestos de férmula (I} se han “convertido® en un compuesto de férmula
(). En tales casos, el término “convertido” significa que la forma no-sal de
un compuesto de férmula (I) se preparé a partir de la. forma de sal
correspondiente, normaimente por reaccién con un écldo, base aproplados
0 una combinacién de un Acido y una base.

Las soluciones de compuestos estereolsoméricos individuales de la
presente invencién pueden girar el plano de luz polarizada. £l uso de un
simbolo “(+)" 0 “(-)° en el nombre de un compuesto de la invencién indica
que una solucion de un esterecisémero particular gira el plano de luz
polalrlzada enla dirgccidn *(+)" o “(-)", seglin se mide usando las técnicas

conocidas para los expertos en la técnica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Las mezclas diastereoméricas se puo&en preparar en Sus
diasteredmeros individuales sobre la base de sus diferencias
fisicoquimicas mediante los procedimientos conocidos por los expertos en
la técnica, por ejemplo, por cromatografia o cristalizacién fracclonada. Los

enantibmeros se pueden separar convirtiendo las mezclas

\ A

N\
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enantioméricas en una mezcla dlastereomérica por reaccién con un
compuesto aproplado 6pticamente activo (por ejemplo, alcohol), separando
los diasteredmeros y convirtiendo (por ejemplo hidrolizando) los
diasteredmeros individuales en los enantibmeros puros correspondientes.
Todos estos isémeros, incluyendo las mezclas diastereoméricas y los
enantiémeros puros son considerados como parte de la invencion.

Como alternativa, los compuestos estereoisoméricos individuales de
la presente invencién se pueden preparar en forma enantioméricamente
enriquecida por sintesis asimétrica. La sintesis asimétrica se puede realizar
usando técnicas conocidas por los expertios en la técnica, tales como el
uso de materiales de partida asimétricos que estdn comerciaimente
disponibles o0 que se preparan faclimente u_sando procedimientos
conocidos por los experios en la técnica, el uso de auxiliares a-lsimétn'cos
que se pueden eliminar al concluir la sintesis, o la resolucién de
compuestos intermedios usando procedimlentos enziméticos. La eleccién
de tal procedimiento dependera de factores que incluysn, pero no se limita
a, la disponibilidad de los materlales de partida, ia relativa eficacla de un
procedimiento y de si tales procedimientos son (tiles para los compuestos
de la invencién que contienen grupos funcionales particulares. Tales
eleccionas estan dentro del conocimiento de un experto en la técnica.

Cuando los compuestos de la presente invenclién contienen atomos
de carbono asimétrico, las sales derivadas, férmacos y solvatos pueden
existir en forma de esterecisémeros individuales, racematos y/o mezclas
de enantibmeros y/o diasteredémeros. Se entiende que todos estos
estereoisémeros individuales, racematos y las mezclas de los mismos
entran dentro del alcance de la presente invencion.

Como generalmente se entiende por parte de los experios en la
técnica, un compuesto Opticamente puro es aquel que es

enantioméricamente puro. Preferiblemente, un compuesto épticamente

S
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puro segln la presente invenciébn comprende al menos un 90% de un
esterecisémero individual (el 80,% de exceso enantiomérico), mds
preferiblemente al menos el 95% (el 90% de e.e.) , incluso mds
preferiblemente al menos el 97,5% (el 95% de e.e.), y més preferiblemente
al menos el 89% (el 58% de e.e.).

S| un derivado usado en el procedimiento de la invencién es una

base, se puede preparar una sal deseada mediante cualquler

procedimiento apropiado conocido en la técnica, incluyendo el tratamiento
.de la base libre con un écido inorgédnico, tal como &cido clorhidrico; acldo
bromhidrico; écido sulfirico; 4dcido nitrico; é&cido fosférico; y simllares, o
con un é4cido orgénico, tal como &cido -acético;. 4cido maleico; acido
succinico; 4cido mandélico; Acido fumndrico; acido maldnico; acido pinivico;
écldo oxdlico; acido glicolico; acido salicflico; acido de plranocsidiio, tal
como acido glucurdnico o 4cido galacturénico; &cido alfahidroxi, tal como
dcido cltrico o acido tartarico; aminoécido, tal como 4clido aspéartico o acldo
glutdmico; 4cido aromético tal como écido benzoico o acido cinndmico;
écldo sulfénico, tal como écido p-toluenosulfénico o 4cido etanosutfénico, y
similares.

Si un derivado usado en el procedimiento de la Invencién es un
écido, se puede preparar una sal deseada mediante un procedimiento
apropiado conocido en la técnica, incluyendo el tratamiento del écido fibre
con una base Iinorgdnica u organica, tal como una amina (primaria,
secundaria o terciaria); un hidréxido de metal alcalino o metal
alcalinotérreo; o similares. Los ejemplos llusirativos de las sales
apropladas incluyen sales orgénicas derivadas de aminoécidos tales como
la glicina y arginina; amoniaco; aminas primarias, secundarias y terclarlas;
y aminas ciclicas, tales como piperidina, morfolina y piperazina; asl como
sales Inorganicas derivadas de sodio, calcio, potasio, magnesio,

manganeso, hierro, cobre, zinc, aluminio y litlo.
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En el caso de los derivados, los profarmaccs, las sales- o los
solvatos que son sélidos, se entiende por parte de los expertos en la
técnica que los derivados, profarmacos, sales y solvatos usados en el
procedimiento de la Invencién, pueden existir en diferentes formas de
cristales o polimorfas, entendiéndose que todos ellas estdn dentro del

alcance de la presente invencion y las férmulas especificadas. Ademas, los

derivados, sales, profArmacos y solvatos usados en el procedimiento de la -

invencién pueden existir en forma de tautémeros, entendiéndose que
todos ellos estadn dentro del amplio alcance de la presente invencién.

Los compuestos de la presente invencién que son de naturaleza
basica son capaces de formar una amplia variedad de diferentes sales con
diversos acidos inorgéanicos y organicos. Aunque tales sales deben ser
farmacéuticamente aceptables para su administracion a los animales, a
menudo es deseable en la préctica aislar iniciaimente el compuesto de la
presente invencidn de la mezcla. de reaccion en forma de una sal
fam€macéuticamente inaceptable y a continuacién volver a convertir esta
tHima en el compuesto de base libre mediante tratamiento con un reactivo
alcalino y posteriormente convertir la base libre en una sal de adicién de
acido farmacéuticamente aceptable. Las sales de adicién de acido de los
compuestos de base de la invencion se preparan faciimente tratando el
compuesto de base con una cantidad sustancialmente equivalente del
dcido mineral u orgénico elegido en un medio disolvente acuoso o en un
disolvente orgéanico apropiado, tal como metanol o eianol. Tras la
cuidadosa evaporacién del disolvente, se obtiene facilmente la sal sélida
deseada. La sal de 4cido deseada también se puede precipitar a partir de
una solucién de la base libre en un disolvente orgénico afiadiendo a la
solucién un acido mineral u orgénico apropiado.

Los compuestos de la presente invencion que son de naturaleza

acida son capaces de formar sales de bases con diversos cationes
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farmacoldgicamente aceptables. Los ejemplos de tales sales incluyen las
sales de metal alcalino o las sales de metal alcalinotérreo y
particularmente, las sales de sodio y potasio. Estas sales se preparan
todas por técnicas convencionales. Estas bases quimicas que se usan
como reactivos para preparar las sales de bases farmacéuticamente
aceptables de la invencién son las que forman sales de bases no téxicas
con los compuestos 4cidos de {a presente invencion. Tales sales de bases
no téxicas incluyen las derivadas de tales cationes farmacolégicamente
acepiables como sodio, potaslo, calcio y magnesio, etc. Las sales se
pueden preparar faciimente tratando. los comrespondientes compuesios
dcidos con wuna solucion acuosa que contiene los cationes
farmacolégicamente aceptables deseados, y a continuacién evaporando la
solucidn resultante a sequedad, preferiblemente a presién reducida. Como
altemativa, también se pueden preparar mezclando soluciones alcandlicas
inferiores de los compuestos &cidos y el alcéxido de metal alcalino
deseado juntos, y a . continuacion evaporar la solucion resuliante a
sequedad de la misma manera que antes. En cuyo caso, las cantidades
estoquiométricas de los reactivos se emplean preferiblemente para
garantizar la finalizacion de la reaccién y los méximos rendimientos del
producto final deseado.

Las actividades de las enzimas usadas en la invencién se expresan
en “unidades”. Las unidades se definen como la velocidad de hidrdlisis de
propionato de p-itrofenilo por minuto expresada en pmol/min a
temperatura ambiente.

Los ejemplos especificos de las enzimas que se pueden usar segin
la presente invencién son las obtenidas a partir de animales y plantas tales
como esterasa de higado de vaca, esterasa de higado de cerdo, esterasa
de pancreas de cerdo, esterasa de higado de caballo, esterasa de higado
de perro, fosfatasa de cerdo, amilasa obtenibie a partir de la cebada y de la
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patata. y lipasa obtenible a partir del trigo. Otros ejemplos son las
hidrolasas obtenidas a partir de microorganismos como Rhodotorula,
Trichoderma, Candida, Hansenula, Pseudomonas, Bacillus Achromobacter,
Nocardia, Chromobacterium, Flavobacterium, Rhizopus, Mucor,
Aspergillus, Alkaligenes, Pediococcus, Kilebsiella, Geotrichum,
Lactobacillus, Cryptococcus, Pichia, Aureobasidium, Actinomucor,
Enterobacter, Torulopsis, Corynebacterium, Endomyces, Saccaromyces,
Arthrobacter, Meishnikowla, Pleurotus, Strepiomyces, Proteus,
Gliocladium, Acetobacter, Helminthosporium, Brevibacterium, Escherichia,
Citrobacter, Absidia, Micrococcus, Microbacterium, Penicillium vy
Schizophyilium asi como a partir de liquenes y algas.

Los ejemplos especificos de los microorganismos (tiles en la
presente invencién incluyen, pero no se limita a, Rhodotorula minuta,
Rhodotorula rubra, Candida krusei, Candida rugosa, Candida tropicalls,
Candida utilus, Pseudomonas fragi, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Rhizopus chinensis, Mucor
pusillus, Aspergillus Niger, Alkaligenes faecalis, Torulopsis emobii, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Bacillus pulmilus, Bacillus subtilis var. Niger,
Citrobacter freundii, Micrococcus varians, Micrococcus Iuious. Pediococcus
acilactici, Klebsiella pneumoriae, Absidia hyalospora, Geotrichun candidum,
Schizophyllum commune, Nocardia uniformls subtusyanarenus, Nocardia
uniformis, Chromobacterium chocolatum, Hansenula anormala var. Ciferril,
Hansenula anomala, Hansenula polymorpha, Achromobacter Iyticus,
Achromobacter parvulus, Achromobacter sinplex, Torulopsis candida,
Corynebacterium sepedonicum, Endomyces geotrichum, Saccaromyces
carrvisial, Arthrobacter globiformis, Streptomyces grisens, Micrococcus
luteus, Enterobacter cloacae, Corynebacterium ezui, Lacto bacillus casei,
Cryptococcus albidus, Pichia polimorpha, Penicillum frezuentans,

Aureobasidium pullulans, Actinomucor elegans, Streptomyces grisens,
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Proteus vulgaris, Gliocladium roseum, Gliocladium virens, Acetobacter
aurantius, Helminthosporium  so. Chromobacterium iodinum,
Chromobacterium violaceum, Flavobacterium Iutescens, Metschnikowia
puicherrima, Pleurolus ostreatus, Brevibacterium ammoniagenes,
Brevibacterium divaricatum, Escherichia coll, Rodotolura minuta var.
Texensis, Trichoderma longibrachiatum, Mucor javanicus, Flavobacterium
arbonescens, Flavobacterium heparinum y Flavobacterium capsulatum.

Las enzimas ejemplares comerciaimente disponibles apropiadas
para su uso en la presente invencién incluyen lipasas tales como Amano
PS-30 (Pseudomonas cepacla), Amano GC-20 (Geotrichum candidum),
Amano APF (Asperglllus niger), Amano AK (Pseudonomas sp.),
Pseudomonas fluorescens lipase (Biocatalyst Lid), Amano Lipase P30
(Pseudomonas sp.), Amano P (Pseudomonas Fluorescens), Amano AY-30
(Candida rugosa), Amano N (Rhizopus niveus), Amano R (Penicillium sp.),
Amano FAP. (Rhizopus oryzae), Amano Ap-12 (Aspergilius Niger), Amano
MAP (Mucor melhel), Amano GC-4 (Geotrichum candidum), Sigma L-0382
y L-3128 (pdncreas de cerdo), Lipase OF (Sepracor), Esterase 30.000
(Gist-Brocades) KID Lipase (Gist-Brocades), Lipase R (Rhizopus sp.,
Amano), Sigma L-3001 (germen de trigo), Sigma L-1754 (Candida
cytindracea), Sigma L-0763 (Chromobacterium viscosum) y Amano K-30
{(Aspergillus Niger). Ademds, las enzimas ejemplares derivadas a partir de -
tejido animal incluyen esterasa de higado de cerdo, quimiotripsina y
pancreatina de pancreas tal como la Lipasa Pancreética Porcina (Sigma).
Dos o mas, asl como una uUnica enzima se pueden emplear cuando se
lieva a cabo el procedimiento de la presente invencién.

El medio tampdn puede ser tampones de sales de acido Inorgénico
(por ejemplo dihidrégeno fosfato potédsico, dihidrégeno fosfato sddico),
tampones de sales de &cido orgénico (por ejemplo citrato sddico) o
cualquier otro tampén apropiado. La concentracion del tampén puede
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variar entre 0,005 y 2M, preferiblemente entre 0,005 y 0,5 M y dependera
del compuesto sujeto especifico y de las enzimas o0 microorganismos
usados.

Un tensioactivo 0 una mezcla de tensioactivos se puede afiadir a la
mezcla de reaccidn para solubilizar el susirato. Los ejemplos de los
tensioactivos apropiados incluyen, pero. no se limitan a, tensioactivos no
idnicos, tales como alcoholes de alquilaril poliéter. Un tensloactivo de este
tipo que se puede usar es octilfenoxi polietoxietanol, comerciaimente
disponible como Triton X-100 (de Sigma Chemical Company). Se usa una
cantidad eficaz de un tensioactivo. La cantidad usada puede variar entre el
0,05% y aproximadamente el 10%, dependiendo de factores tales como,
pero sin limitarse a, la identidad del reactivo o reactivos, la identidad del
producto o productos, los disolventes y/o codisolventes usados, y el
procedimiento preferido para aislar el producto o productos deseados.

Si tal tensioactivo o tensioactivos son necesarios, la eleccién de un
tensioactivo particular y la cantidad usada, son todas elecciones realizadas
dentro del conocimiento de un experto en la técnica y se pueden
determinar sin una experimentacién indebida.

Se puede afiadir una cantidad de un disolvente orgédnico o una
mezcla de disolventes a la mezclg de reaccién para incrementar la
solubilidad del reactivo o del producto para facilitar la reaccién. Los
ejemplos de disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a,
acetonltrilo, tetrahidrofurano, dimetlisulfoxido, N,N-dimetifformamida,
aicohol metilico, alcohol etllico,. y alcohol isopropllico. Las cantidades
aficaces de un codisolvente estdn entre el 1% y aproximadamente el 50%
dependiendo de los materiales de partida especificos y las enzimas y/o el
microorganismo usado. Si tales disolventes son necesarios, la identidad del
disolvente o disolventes, y la cantidad del disolvente usado son todas
elecclones realizadas dentro del conocimiento de un experto en la técnica y
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se pueden determinar sin una experimentacion indebida.

El pH de los tampones 0 el pH de las mezclas de reaccién en la
presente memoria descriptiva se puede mantener desde aproximadamente
4 a aproximadamente 10, desde aproximadamente 5 a aproximadamente
9, o desde aproximadamente 7 a aproximadamente 8. La temperatura de
reaccién puede variar desde aproximadamente 0 a aproximadamente
100°C, y dependeréd de la identidad .de los materiales de partida, el
biocatalizador usado, y el disolvente o las mezclas de disolventes usados.
El tiempo de reaccibn va generaimente desde 1 hora a 400 horas y
dependera de la identidad de los materiales de partida, el biocatalizador
usado, y el disolvente o la mezcla de disolventes usados. El progreso de
reaccidn se puede controlar medlante un procedimiento analltico
apropiado, tal como una cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
HPLC de fase inversa, espectiroscopia de masa, especiroscopia de
resonancia magnética nuclear proténica (NMR), 0 una combinacién de
técnicas, tal como cromatografia liquida/espectroscopla de masa (LC/MS).
El estereoselectividad de la reaccidn se puede controlar o determinar
usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica, tal como el uso
de HPLC con una fase quiral estacionaria. La conversién de materiales de
partida se puede llevar a cabo hasta aproximadamente el 50%, después de
lo cual se puede aislar el producto écid‘o y el material de partida sin
reaccionar.

La cantidad de enzima usada puede variar desde aproximadamente
5 unidades a aproximadamente 12.000 unidades de enzimas por mol de
materiales de partida. La cantidad de enzima especifica 0 mezcla de
enzimas requerida dependera de factores que incluyen, pero no se limita &,
la temperatura, el compuesto sujeto especifico, las enzimas y/o
microorganismo usado, y el tiempo de reaccién deseable. También puede

ser deseable usar un exceso de enzimas 0 las enzimas en algunos casos
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para obtener un tiempo de reaccidn practicamente corto, especlaimente
cuando las enzimas se inmovilizan y se pueden reutilizar para muchos
recambios. La concentracion del sustrato de éster puede estar entre 0,1 g/l
y 100 g1 y depende del compuesto sujeto especifico y la enzima y/o el
microorganismo usados.

Las enzimas y/o los microorganismos usados en la presente
invencion pueden estar en forma bruta 0 en una forma inmovilizada.
Pueden estar inmovilizados sobre diversos soportes sélidos sin pérdida de
estereoespecificidad o cambio en la estereoselectividad. Los soportes
sélidos pueden ser absorbentes inertes ‘a l0s que la enzima no esta
enlazada covalentemente. En su lugar la enzima es absorbida bien por
interacciones de porciones hidréfobas o hidréfilas de una protelna con
regiones similares del absorbente inerte, bien por enlace de hidk)geno. por
formacion de puernte de sal, o por interacciones electrostaticas. Los
materiales absorbentes ineries incluyen, pero no se limita a, polimeros
sintéticos (por ejemplo poliestireno, poli-(acohol vinllico), polietileno y
poliamidas), compuestos minerales (por ejemplo tierra diatomea y tierra de
Fuller), o polimeros de origen natural (por ejemplo celulosa). Los ejemplos
especificos de tales materiales incluyen tlerra de diatomea Celite 545,
perias de resina polimérica Abelite XAD-8 y polietilenglicol 8000.

La enzima se puede inmovilizar también sobre el soporte al que la
enzima estd enlazada convalentemente (por ejemplo perias de oxirano-
acrllico y soportes activados por giutaraldehido). Los ejemplos especlficos
incluyen perlas de oxirano-acrflico Eupergit C y Celite 545 activado por
glutaraldehido. Otros posibles sistemas de inmovilizacion son bien
conocidos y estan faciimente disponibles para el experto en la técnica de
la inmovilizacién de enzimas.

Los productos deseados, el éster sin reaccionar pticamente puro (o

enriquecido) y el acido épticamente puro (0 enriquecido) se pueden aislar
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a partir de la mezcla de hidrélisis usando procedimientos convencionales
tales como las extracciones, las extracciones de dcido-base, la filtracion, la
cromatografia, la cristalizaclén 0 una combinacién de los mismos. La
enzima o el microorganismo recuperado se puede reciclar y usar.en
posteriores reacciones con 0 sin una manipulacién purificacion adicional.

Los procedimientos para separar los productos finales de reaccién
unos de otros y de los componentes de reaccién incluyen, pero no se limita
8, la filtracién, la destilacién, la cromatografia liquida, la cromatografia en
columna, la sublimacioén, la cristalizacién y la derivatizacién seguida por
cualquiera de los procedimientos anteriores. El procedimiento a elegir para
efectuar la separacion deseada dependera de factores que incluyen, pero
no se limia a, la identidad de los componentes de reacclén, los materiales
de partida, y los productos. Estas elecciones se realizan dentro del
conocimiento de un experto en la técnica y se pueden hacer sin ninguna
experimentacion indebida.

En un procedimiento de aislamiento aproplado, después de la
hidrélisis enzimatica, se ajusta el pH entre 7,5 y 8 (en el caso de
biocatalizadores inmovilizados, el biocatalizador se separa en primer lugar
por filtracién), el producto acido se separa del éster sin reaccionar
extrayendo el éster con un disolvente organico tal como cloruro de
metileno, acetato de etilo, dietiléter, métil - butiléter, o cualquier otro
disolvente en el que el sustrato es soluble y estable. La concentracién de
los exiractos organicos proporciona el material de partida sin reaccionar.
La concentracién de la fase acuosa produce el producto écido.

El acido se puede liberar de las sales tampdn y la enzima por
precipitacién selectiva 0 cromatografia u otros procedimientos conocidos
por los expertos en la técnica. Estos incluyen acidificar la disolucuén
acuosa a aproximadamente un pH 3, ¢ menor, y aislar el acido por

extraccién con un disolvente orgénico tal como cloruro de metileno, acetato
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de etilo, dietiléter, metil +-butlléter, o cualquier otro disoclvente en el que el
écido es soluble y estable. La concentracidn de los extractos orgénicos
proporciona ios materiales de partida sin reaccionar y el producto écido,
que se puede purificar y liberar de las sales tampén y la enzima por
precipitacién selectiva 0 cromatografla u otros procedimientos conocidos
por los expertos en la técnica.

Bien el materlal de partida sin reaccionar enriquecido
estereocisoméricamente ©  bien el producto enriquecido
estereoilsoméricamente se pueden ademas racemizar, si de desea. El
material de, partida sin reaccionar enriquecido estereoisoméricamente se
puede racemizar por procedimientos conocidos por los expertos en la
técnica, tales como calentandolo en presencia de una base y en presencia
de un disolvente 0 disolventes apropiados El producto enriquecido
esterecisoméricamentie se puede racemizar  adicionalmente
convirtiéndolo en un éster y calentdndolo en presencia de una base y en
presencia de un disolvente aproplado. El producto - enriquecido
esterecisoméricamente se puede convertir en un éster usando
procedimienios conocidos por los expertos en la técnica, tales como
calentando el producto en presencia de un alcohol y un &cido apropiado.
De esta manera, cualquier esterecisomero de los compuestos de las
fobrmulas () y () se puede obtener en forma enriquecida
estereoquimicamente.

Los compuesios de férmula () se pueden preparar segun el
Esquema | mostrado a continuacion.
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En general, se puede empezar con un derivado de glicina N-

protegido, tal como el compuesto 1, que se puede preparar a partir de
glicina comercialmente disponible segin procedimientos conocldos por los
expertos en la técnica.
Se puede dejar que el derivado de glicina protegido 1 reaccione con un
agente 0 una combinacién de agentes aptos para la O-alqullacion del
grupo carboxilo terminal para obtener el compuesto 2. Los ejemplos de los
agentes o las combinaciones de agentes que son conocidos por O-alquilar
un grupo carboxilo incluyen, pero no se limita a, haluros de alquilo, ésteres
de alquil sulfonato, y ésteres  alquil trifluorometanosulfonato. Las
reacciones se pueden llevar a cabo en presencia de una base que no
interferird con la transformacién deseada. Tales bases incluyen, pero no se
limita a, bases inorgédnicas tales como carbonato sédico y carbonato
potésico, y bases orgénicas tales como trietilamina o piridina.
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Como alternativa, se puede dejar que los derivados de glicina N-
protegidos tales como el compuesto 1 reaccionen con un alcohol en
presencia de un agente o0 una combinacion de agentes que convertiran el
grupo —OH en un grupo saliente apropiado. Los ejemplos de tales agentes
0 la combinacién de tales agentes incluyen, pero no se limitan a,
diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida, clorhidrato de 1-[3-
(diméthylamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDC), 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazina (CDMT), cloruro ciandrico, cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-
2-)-4-metilmorfolinio, hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
,N.N',N'-tetrametiluronio (HATU), carbonlidiimidazol (CDI),
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitris-(dimetilamino)-fosfonio (BOP),
2-gtoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina (EEDQ), hexafluorofosfato de 2-
(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU), tetrafluoroborato de
2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU), y 3-
(dietoxifosforiloxi)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona (DEPBT). Las reacciones
se pueden ejecutar en presencia de aditivos opcionales. Los aditivos
apropiados Incluyen, pero no se limita &, hidroxibenzotriazol (HOB),
hidroxiazabenzotriazol (HOAt), N-hidroxisuccinimida (HOSu), N-hidroxi-5-
norborneno-endo-2,3-dicarboximida (HONB), y 4-dimetilaminopiridina
(DMAP). Si estos. aditlvos son necesarios depende de la identidad de los
reactivos, el disolvente y la temperatura, y tales elecciones se realizan
dentro del conocimiento del experto de la técnica.

En general, estas reacciones se pueden realizar en un disolvente
que no interfiere con la reaccién, por ejemplo éteres de alquilo o de arilo,
ésteres de alquilo o de arilo, hidrocarburos aromaticos y aliféticos,
alcoholes no competitivos, disolventes halogenados, nitrilos de alqullo o de
arllo, ceionas de alquilo o de arilo, hidrocarburos arométicos, o
hidrocarburos heteroarométicos. Por ejemplo los disolventes apropiados,
incluyen, pero no se limitan a, acetato de etllo, acetato de isobutilo,
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acetato de isopropilo, acetato de n-butilo, metili isobutil cetona,
dimetoxietano, éter de diisopropilo, clorobenceno, dimetii formamida,
dimetil acetamida, propionitrilo, butironitrilo, alcohol de t-amilo , &cido
acético, dietil éter, metil-t-butil éter, difenil éter, metilfenil éter,
tetrahidrofurano, 2-metiltetrahidrofurano, 1,4-dioxano, pentano, hexano,
heptano, metanol, etanol, 1-propancl, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-
butanol, diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, wacetonitrilo,
benzonitrilo, acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y
piridina, 0 una mezcla cualquiera de los disolventes anteriores. Ademas, se
puede usar agua como codisolvente en esta transformacién si fuese
necesario. Ademés, tales .reacciones se pueden llevar a cabo a
temperaturas entre —20°C y 1002C, dependiendo de los reactivos,
disolventes especificos y otros aditivos opcionales usados.

Los derivados de glicina O-alquilados, tales como el compuesto 2,
se pueden preparar también por reaccién de los derivados de glicina
protegidos con agentes o una combinacién de agentes que convertirdn el
carboxilato en un derivado de haluro de acilo, seguido de la reaccién con
un alcohol apropiado. Por elemplo, los compuestos que contienen un
cloruro de acilo se pueden preparar a partir de los derivados de glicina
protegidos por reaccién con agentes tales como cloruro de tionilo, o cloruro
de oxalllo. Estas reacciones se pueden ejecutar en presencia de una base
apropiada tal como carbonato sddico, bicarbonato sédico, carbonato
potésico, bicarbonato potésico, hidréxido sédico, hidréxido potésico, una
trialquilamina, por ejemplo tristilamina, 0 una base heteroaromética, por
ejemplo piridina. Los compuestos resultantes se pueden aislar y a
continuacién reaccionar adicionaimente con un aicohol apropiado o se
pueden formar in situ y reaccionar con un alcohol apropiado sin ninguan
aislamiento o purlificacién adicional. Las reacciones se pueden reallzar en

un disolvente que no interfiere con la transformacién deseada. Entre los
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disolventes apropiados estén los éteres de alquilo o arilo, ésteres de alquilo
o arllo, hidrocarburos arométicos y alifaticos, disolventes halogenados,
nitrilos de alquilo o arlio, cetonas de alquilo o arilo, hidrocarburos
arométicos, o hidrocarburos heteroaromdticos. Por ejemplo, los disolventes
apropiados induyhn. pero no se limitan a, acetato de etilo, acetato de
isobutilo, acetato de isopropilo, acetato de n-butllo, metil isobutil cetona,
dimetoxietano, éter de dilsopropilo, clorobenceno, dimetll formamida,
dimetil acetamida, propionitrilo, butironitrilo, aicohol de t-amilo , Acido
acético, dietili éter, metil-t-butii éter, difenil éter, metiifenll éter,
tetrahidrofurano, 2-metiltetrahidrofurano, 1,4-dioxano, pentano, hexano,
heptano, metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-
butanol, diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetanc, acetonitrilo,
benzonitrllo, acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y
piridina, 0 una mezcla cualquiera de los disolventes anteriores. Ademés, se
puede usar agua como codisolvente en esta transformacion si fuese
necesario. Ademés, tales reacciones se pueden levar a cabo a
temperaturas entre —20°C y 100°C. Las condiciones de reacciéon
especificas elegidas dependerén del compuesto sujeto especifico y de los
reactivos elegidos. Tales elecciones se realizan dentro del conocimiento
del experto den la técnica.

Los derivados de glicina O-alquilados, tales como el compuesto 2,
se pueden preparar también a partir del carboxilato por reaccién con un
agente 0 una combinacién de agentes que convierte el grupo carboxilato
en un acllimidazol, seguido de !a reaccién con un alcohol aproplado. Los
agentes apropiados para converlir el carboxilato en un acilimidazol
incluyen, pero no se limitan a, carbonildiimidazol. Los intermediarios de
acilimidazol se pueden aislar y a continuacién reaccionar adicionalmente
con un alcohol apropiado o se pueden formar in situ y reaccionar con un

alcohol aproplado sin ningln aislamiento o purificacién adicional. Las
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reacciones se pueden realizar en un disolvente que no interfiere con la
transformacion deseada. Entre los disolventes apropiados estén los éteres
de alquilo o arilo, ésteres de alquilo o arllo, hidrocarburos arométicos y
alitdticos, disolventes halogenados, nitrilos de alquilo o arilo, cetonas de
alquilo o arilo, hidrocarburos arométicos, o hidrocarburos heteroaromaticos.
Por ejemplo, los disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a,
acetato de etilo, acetato de isobutilo, acetato de isopropilo, acetato de n-
butiio, metil isobutil cetona, dimetoxietano, éter de diisopropilo,
clorobenceno, dimetilformamida, dimetilacetamida, propionitrilo,
butironitrilo, alcohol de t-amllo , 4cido acético, dietil éter, metil-t-butil éter,
difenil éter, metilfenil éter._tetrahldrofurano. 2-metittetrahidrofurano, 1,4-
dioxano, pentano, hexano, heptano, metanol, etanol, 1-propanol, 2-
propanol, t-butanol, n-butanol, 2-butanol, diclorometano, cloroformo, 1,2-
dicloroetano, acetonitrilo, benzonitrilo, acetona, 2-butanona, benceno,
tolueno, anisol, xilenos, y piridina, 0 una mezcla cualquiera de los
disolventes anteriores. Ademads, se puede usar como codisolvente en esta
transformacién si fuese necesario. Ademés, tales reacciones se pueden
llevar a cabo a temperaturas entre —20°C y 100°C. Las condiciones de
reacclén especlficas elegidas dependerdn del compuesto sujeto especifico
y de los reactivos elegidos. Tales elecciones se realizan dentro del
conocimiento det experto en la técnica.

Los compuestos racémicos de férmula (l1), tales como el compuesto
3 mostrado en el esquema |, se pueden preparar a partir de derivados de
glicina que estan O-alquilados con un grupo alilo o un derivado del mismo,
tal como el compuesto 2. Se puede dejar que tales derivados de glicina O-
alquilados reaccionen con un agente o una combinacién de agentes de
manera que el compuesto experimenta una transposicion de tipo Claisen,
para obtener los compuestos de férmuia (ll). En general, estas reacciones

se pueden realizar en un disolvente que no interfiere con la transformacién
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deseada. Entre los disolventes apropiados estin los éteres de alquilo o
arilo, ésteres de alquilo o arilo, hidrocarburos arométicos y alifaticos,
disolventes halogenados, nitrilos de alquilo o arilo, cetonas de alquilo o
arilo, hidrocarburos arométicos, o hidrocarburos heteroaromaticos. Por
ejemplo, los disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a, acetato
de etllo, acetato de isobutilo, acetato de isopropilo, acetato de n-butilo,
metil isobutil cetona, dimetoxietano, éter de diisopropilo, clorobenceno,
dimetil formamida,-dimetil acetamida, propionitrilo, butironitrilo, alcohol de t-
amllo , &cido acético, dietil éter, metil-t-butil éter, difenil éter, metilfenil éter,
tetrahidrofurano, 2-metiltetrahidrofurano, 1,4-dioxano, pentano, hexano,
heptano, metanol, etanol, 1-propano!, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-
butanol, diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, acstonitrilo,
benzonitrilo, acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y
piridina, o una mezcla cuaiquiera de los disolventes anteriores. Ademas, se
puede usar agua como codisolvente -en esta transformacion si fuese
necesario. Ademés, tales reacciones se pueden Hevar a cabo a
temperaturas entre -78°C y 100°C. ' Las condiciones de reaccion
especificas elegidas dependeran del compuesto sujeto especifico y de los
reactivos elegidos. Tales elecciones se realizan deniro del conocimiento
del experto en la técnica.

Ademaés, dichas transposiciones de Claisen se pueden promover
formando en primer lugar un anién enolato de la especle que ha de
experimentar la transposicion. Tales aniones enclato se pueden preparar a
partir de derivados de glicina O-alquilados por reaccién con un agente o
una combinacién de agentes que pueden funcionar como una base fuerte.
Por ejemplo, se puede dejar que tales derivados de glicina O-alquilados
reaccionen con diisopropilamiduro de litica (LDA) para formar el anién
enolato deseado. Tales reacciones se pueden realizar también en

presencia de aditivos que son conocidos por promover tales reacciones,

{
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tales como acidos de Lewis como cloruro de zinc (ll). Ademéas, estas
reacciones se pueden realizar en un disolvente que no interfiere con la

transformacién dessada. Entre los disolventes aproplados estdn los

- éteres de alquilo o arllo, ésteres de alquilo o arilo, hidrocarburos .

arométicos y alifaticos, disolventes halogenados, nitrilos de alquilo o arilo,
cetonas de alquilo o arilo, hidrocarburos arométicos, o hidrocarburos
heteroarométicos. Por ejemplo, los disolventes aproplados incluyen, pero
no se limitan a, acetato de etilo, acetato de isobutilo, acetato de isopropilo,
acetato de n-butilo, metil isobutii cetona, dimetoxietano, éter de
diisopropilo, clorobenceno, dimetll formamida, dimeti acetamida,
propionitrilo, butironitrilo, alcohol de t-amilo , acldo acético, dietil éter, metil-
t-butili  éter, difenil é&ter, metilfenll éter, tetrahidrofurano, 2-
metiltetrahidrofurano, 1,4-dioxano, pentano, - hexano, heptano, metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-butanol,
diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, acetonitriio, benzonitrilo,
acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y piridina, o una
mezcla cualquiera de los disolventes anteriores. Ademas, tales reacciones
se pueden llevar a cabo a temperaturas entre ~78%C y 100°C. Las
condiciones de reaccién especlificas elegidas dependeréan del compuesto
sujeto especifico y de los reactivos elegidos. Tales elecciones se realizan
dentro del conocimiento del experto den la técnica.

Los compuestos de férmula (1), tales como el compuesto 10 mostrado en
el Esquema 1, se pueden preparar a partir de los compuestos de férmula
(I). En general los compuestos de térmula (Il) se pueden dejar que
reaccionen con un agente electréfilo de halogenacion para obtener una
lactona, tal como el compuesto 4. Los agentes electrétilos de halogenacién
apropiados incluyen, pero no se limita a, N-clorosuccinimida (NCS), N-
bromosuccinimida (NBS) y N-yodosuccinimida (NIS). Estas reacciones se

pueden realizar en un disolvente o0 una mezcla de disolventes que no

vV
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interfleren con la fransformacién deseada. Entre los disolventes
apropiados estdn los éteres de alquilo o arflo, ésteres de alquilo o arilo,
hidrocarburos arométicos y alifdticos, disolventes halogenados, nitrilos de
alquilo o arilo, cetonas de alquilo o arilo, hidrocarburos arométicos, o
hidrocarburos heteroaroméaticos. Por ejemplo, los disolventes apropiados
incluyen, pero no se limitan a, acetato de etilo, acetato de isobutilo, acetato
de isopropiio, acetato de n-butilo, metil Isobutll cetona, dimetoxietano, éter
de diisopropilo, clorobenceno, dimeti formamida, dimetil acetamida,
propionitrilo, butironitrilo, alcohol de t-amilo , &cido acético, dietil éter, metil-
t-butil  éter, difenil éter, . metilfenll éter, tetrahidrofurano, 2-
metiltetrahidrofurano, 1,4-dioxano, pentano, hexano, heptano, metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-Butanol.
diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, acetonitrilo, benzonitrilo,
acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y piridina, 0 una
mezcla cualquiera de los disolventes anteriores. Ademés, se puede afadir
agua a las mezclas de reaccién si fuese necesario. Ademds, tales
reacciones se pueden llevar a cabo a temperaturas entre —78°C y 100°C.
Las condiciones de reaccion especificas elegidas dependeran del
compuesto sujeto especifico y de los reactivos elegidos. Tales elecciones
se realizan dentro del conocimiento del experto en la técnica.

Las lactonas protegidas, tal como el compuesto 4 del esquema |, se
pueden desproteger para proporcionar alfaamino lactonas tales como el
compuesto 5. Tales reacciones de desproteccién se pueden llevar a-cabo
usando procedimientos conocidos por ios expertos en la técnica y que se

encuentran por ejemplo en Greene 6t al, Protective Groups in Organic
Synthesls; John Wiley & Sons, Nueva York.

Las alfaamino lactonas, tales como el compuesto 5 se pueden dejar

que reaccionen con un agente ¢ una combinacién de agentes de manera
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que el compuesto experimente una transposicién para obtener una amina
ciclica tel como el compuesto 8 mostrado en el esquema |. En general,
estas reacciones se pueden realizar permitiendo que un compuesto como
el compuesto 5 reaccione con un agente tal como hidréxido de bario. Estas
reacciones se pueden realizar en un disolvente 0 mezcla de disolventes
que no interfieren con la transformacion deseada. Entre los disolventes
apropiados estdn los éteres de alqullo o arilo, ésteres de alquilo o arilo,
hidrocarburos arométicos y alifaticos, disolventes halogenados, nitrilos de
alquilo o arilo; cetonas de alquilo o arilo, hidrocarburos aromaticos, o
hidrocarburos heteroarométicos. Por ejemplo, los disolventes apropiados
incluyen, pero no se limitan a, acetato de etilo, acetato de isobutilo, acetato
de isopropilo, acetato de n-butilo, metil isobutil cetona, dimetoxietano, éter
de diisopropilo, clorobenceno, dimetil formamida, dimetil acetamida,
proplonitrilo, butironitrilo, alcohol de t-amilo , acido acético, dietll éter, metll-
t-butl éter, difenli éter, metifenil éter, tetrahidrofurano, 2-
metiltetrahidrofurano, . 1,4-dioxano, pentano, hexano, heptano, metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, t-butanol, n-butanol, 2-butanol,
diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, acetonitrilo, benzonitriio,
acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y piridina, 0 una
mezcla cualquiera de los disolventes anteriores. Ademés, se puede afadir
agua a las mezclas de reaccion si fuese necesario. Ademés, tales
reacciones se pueden llevar a cabo a temperaturas entre —78°C y 100°C.
Las condiciones de reaccién especificas elegidas dependerin del
compuesto sujeto especifico y de los reactivos elegides. Tales elecciones
se realizan dentro del conocimiento del experto en la técnica.

Las aminas ciclicas, tales como el compuesto 5 se pueden aislar
como la carboxi amina libre, 0 se pueden derivatizar para facllitar el
aislamiento. Por ejemplo, como lo muestra el Esquema |, el compuesto 5

se deja reaccionar con hidréxido de barlo en una mezcla de agua y un
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disolvente orgénico para obtener la amina ciclica deseada. La amina ciclica
se dejd reaccionar despuéscon (BOC)ZO para obtener el compuesto §,
amina BOC-protegida.

Las aminas ciclicas, tales como el compuesto 8 se pueden dejar
despuds que reaccionen con un agente 0 una combinacién de agentes
que sea capaz de O-alquilar el grupo carboxilato para obtener un éster tal
como el compuesto 7. Tales agentes se han descrito anteriormente e
incluyen, pero no se limitan a yoduro de metilo, éster metilsulfonato y
bromuro de metilo. Tales reacciones se pueden realizar en presencia de
un compuesto que ses capaz de actuar como.una base. Las bases
apropiadas incluyen, pero no se limitan a, carbonato de cesio, carbonato
potésico y carbonato sédico. Ademas, las reacciones se pueden realizar en
un disolvente b mezcla de disolventes que no interfleren con la
transformacion deseada. Entre los disolventes apropiados estdn los
éteres de alquilo o arilo, ésteres de alqullo o arilo, hidrocarburos
aromaticos y alifaticos, disolventes halogenados, nitrlios de alquilo o arlio,
cetonas de aiquilo o arllo, hidrocarburos aromaéticos, o hidrocarburos
heteroaromaticos. Por elemplo, los disolventes apropiados incluyen, pero
no se limitan a, acetato de etilo, acetato de isobutiio, acetato de isoproplio,
aceiato de n-butilo, metil isobulii cetona, dimetoxietano, éter de
dilsopropilo, clorobenceno, dimetili formamida, dimetll acetamida,
propionitrilo, butironitrilo, alcohol de t-amilo , 4cldo acético, dietil éter, metil-
tbutii  é&ter, difenil éter, metilfenil éter, tetrahidrofurano, 2-
metiltetrahidrofurano, 1,4-dioxano, pentano, hexano, heptano, metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, t{-butanol, n-butanol, 2-butanot,
diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, acetonitrilo, benzonitrilo,
acetona, 2-butanona, benceno, tolueno, anisol, xilenos, y piridina, o una
mezcla cualquiera de los disolventes anteriores. Ademdés, se puede afiadir

agua a las mezclas de reaccion sl fuese necesario. Ademés, tales
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reacciones se pueden llevar a cabo a temperaturas entre —782C y 1002C.
Las condiciones de reaccidon especificas elegidas dependeran del
compuesto sujeto especifico y de los reactivos elegides. Tales elecciones
se realizan dentro del conocimiento del experto en la técnica.

Los compuestos iales como el compuesto 7 se pueden resolver o
preparar en forma enriquecida estereoquimicamente usando Ilos
procedimientos de la presente invencién. Como altemativa, los compuestos
tales como e compuesto 7 se pueden usar para preparar otros
compuestos de férmula (II) que se pueden resolver o preparar de forma
enriquecida estereoquimicamente segin los procedimientos de la presente
invencién. Por ejemplo, el grupo hidroxilo secundario del compuesto 7 se
puede oxidar para obtener la cetona correspondiente 8, mostrada en el
Esquema |. Tales oxidaciones se pueden realizar mediante procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica, tal como la oxidacién que usa
PCC, en condiciones de Swern, o usando pir-SOyDMSO/NEls Los
compuestos tales como el compuesto 8 se pueden resolver o preparar en -
forma enriquecida estereoquimicamente usando los procedimientos de la
presente invencién. Como alternativa, tales compuestos se pueden usar
para preparar otros andlogos que pueden por sl mismos resolverse o
prepararse en forma enriquecida estereoquimicamente usando los
procedimientos de la presente invencién

Por ejemplo, las cetonas iales como el compuesto 8 se pueden dejar
que reaccionen con un agente o0 una combinacién de agentes que son
capaces de convertir el grupo funcional cetona en un resto dihalo metileno,
tal como un grupo -CF2-. Tales reacciones se pueden realizar usando
agentes o combinaciones de agentes conocidos por los expertos en la
técnica, tales como trifluoruro de (dietilamino)azufre (DAST) y otros. Por
ejemplo, la reaccién del compuesto 8 con MeOCHzCH2):NSFs(vendido
como Deoxo-Fluor® por Air Products, Inc.) in diclorometano y a 55°C,
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proporciond el compuesto difluoro 9.

Los compuestos tales como el compuesto 8 se pueden resolver o
preparar en forma erviquecida estereoquimicamente usando los
procedimientos de la presente invencién. Como se muestra en el Esquema
I, la reaccién de una mezcla racémica del compuesto § con la enzima
subtilisina Carlsberg en una mezcla de acetonitrilo y agua conun pH 8, ya
30°C, proporciond el compuesto enriquecido estereoquimicamente 10. Los
compuestos como el compuesto 10 que contiene un grupo protector de

nitrbgeno se pueden manipular adicionalmente retirando el grupo protector

_para obtener aminas secundarias ciclicas tales como el compuesto 11

mostrado en el Esquema |.

Como altemativa, los compuestos tales como 6, 7, 8, 9, ¥y 10,
mostrados en el esquema |, s& pueden preparar en forma enriquecida
estersoquimicamente resolviendo o preparando compuestos precursores
tales como el compuesto 3, mosirado en el Esquema |, en forma
enriquecida estereoquimicamente. Después de resolver o preparar los
compuestos tfales como el compuesio 3 en forma enriquecida

estereoquimicamente, se pueden usar cOmoO $6 muestira para preparar

compuesios de producto que estdn ellos mismos enriquecidos -

estereoquimicamente.

Los compuestos de férmula (), en la que Z es O o S, se pueden
preparar segun los procedimientos conocidos por los experios en la
técnica. Por ejemplo, véase Mimoto, T. Et al., J. Med. Chem. 1999, 42,
1789; el documento EP 0751145; las patentes de los Estados Unidos n®
5.644.028, 5.932.550, 5.962.640, 5.932.550 y 8.222 043, H. Hayahi et al,
J. Med. Chem. 1999, 42, 1789; y la publicacién PCT n® WO 01/05230 Af1,

que se incorporan a modo de referencia en la presente memoria.

EJEMPLOS
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Se entiende que los ejemplos expuestos a continuacién sélo ilustran
realizaciones particulares de la presente invencién y en ningun caso limitan
el alcance de la invencion.

En los ejemplos descritos a continuacion, a menos que se indique
otra cosa, todas las temperaturas en la siguiente descripcién estdn en
grados Celsius (C) y todas las partes y porcentajes son en peso 8 menos
que se-indique otra cosa.

Se adquirieron diversos materiales de partida y otros reactivos a a
partir de proveedores comerciales, tales como Aldrich Chemical Company
o Lan.caster Synthesis Ltd, y se usaron sin purificacién adicional, a menos -
que se indique otra cosa.

Las reacclones expuestas a continuaclén se llevaron a cabo bajo
una presién positiva de nitr6geno, argébn o con un tubo secador, a
temperatura ambiente (a menos que se esiablezca otra cosa), en
disolventes anhidros. Se realizé la cromatografia analltica en capa fina
sobre 254 placas a 15,56%C de gel de sllice con apoyo de vidrio (Analtech
(0,25 mm) y se eluyd con las relaciones de disolvente apropiadas (v/v). Las
reacciones se.ensayaron por cromatografia liquida de alta presién (HPLC)
o cromatografla en capa fina (TLC) y se terminaron cuando se considerd
que se habla consumido el material de partida. Las placas de TLC se
visualizaron por UV, coloracién con acido fosfomolibdico o coloracién con
yodo.

El espectro 'H-NMR se registr6 en un instrumento Bruker que
funciona a 300 MHz y el espectro ™C-NMR se registrdé a 75 MHz. El
espectro NMR se obtuvo en forma de soluciones de DMSO-ds 0 CDClj
{expresadas en ppm), usando cloroformo como norma de referencla (7,25
ppm y 77,00 ppm) o DMSO-ds ((2,50 ppm y 39,52 ppm)). Se usaron otros
disolventes de NMR segun !as necesidades. Cuando se expresaron las

multiplicidades de pico, se usaron las siguientes abreviaturas: s = singlete,
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d= doblete, t = triplete, m = multiplete, a = ancho, dd = dobletes de
dobletes, dt = doblete de tripletes. Las constantes de acoplamiento, cuando
se dan, se expresan en hericios

El espectro infrarrojo se registré sobre un Espectrémetro Perkin-Elmer FT-
IR en forma de aceites puros, bolitas de KBr, o soluciones de CDCly, y

cuando dan se expresan en numero de ondas {cm™) . El espectro de

. masas se obtuvo usando LC/MS o APCI. Todos los puntos de fusion estén

sin corregir.

Todos los productos finales tuvieron una pureza superior al 95% (por
HPLC con longltudes de onda de 220 nm y 254 nm).

En los siguientes ejemplos y preparaciones, "Et" representa etllo,
*Ac” representa acetilo, "Me" representa metilo, “Ph" representa fenilo,
(PhO)}POCI representa clorodifenilfosfato, “HCF representa &cldo
clorhidrico®, “EtOAc” representa acetato de etllo, “Na-COs" representa
carbonato sddico, “NaOH" representa hidréxido sédico, "NaCl” representa
cloruro sédico, “NEta" representa trietilamina, "THF® representa
tetrahidrofurano, “DIC* representa diisopropilcarbodiimida, “HOBt"
representa hidroxibenzotriazol, “"Hz:O0" representa agua, “NaHCOj;
representa hidrégeno carbonato de sodio, “KzCOs" representa carbonato
potésico, "MeOH" representa metanol, “i-PrOAc” representa acetato de
isopropilo, “MgSO4” representa. sulfato de magnesio, "DMSQ” representa
dimetilsulfoxido, “AcCI" representa clorurc de acetilo, “CH2Cle" representa
cloruro de metileno, "MTBE" representa metil £butil éter, “DMF" representa
dimetiformamida, “SOCL" representa cloruro de tlor.1llo. "HsPO,"
representa écido fosférico, “CH3SO3H" representa 4cido metanosulfénico,
"Ac20" representa anhidrido acético, "CH;CN" representa acetonitrllo, y
"KOH" representa hidréxido potésico.
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Ejempilo 1: Preparacién de (2S)-2,4-dIfluoro-3,3-dimetil-N-Boc-prolina

mm:cn
pHB.0

)LOJL 0 0 >L01 0
N—,_.)LOH Q?’
+
X

A un reactor de 50 | equipado con un electrodo de pH, un agitador
superior, una bobina de calentamlento y una linea de adicién de base
(valorador de pH 718 Stat Titrino-Metrohm, Brinkman Instruments, Inc), se
afiadi6 la proteasa alcalina de Bacilius licheniformis, (Subtilisina
Carisberg, aquirido en Altus como CLEC-BL en forma de una solucién al
6-14% en ph) 7 | de CLEC fresco + 5 | de CLEC reciclado (el 80% de la
actividad Iniclal) y 24 | de agua destilada ). El pH de la suspensién se
ajusté a 8,0 mediante la adicion de 20 ml de NaOH 2N. Una solucién de
éster racémico (400 g, 1,36 mol, 1,00 eq, en acetonitrilo, 3,6 I) se afiadié a
la suspension y la mezcla se agitd 30°C durante 262 h. burante el tiempo
de reaccion, el pH de la solucién se control6é y se mantuvoa un pH de 8
mediante la adicién periédica de NaOH 2N (un total de 248 ml de base se
afiadio duranie la 262 horas del tiempo de reaccién). El progresso de la
reaccién se controlé usando la HPLC de fase inversa. La reaccion se
detuvo después de haber determinado que el 45-50% del material de
partida se habia consumido. El exceso enantiomérico (% de ee) del acido
se determindé que era el 95,5%. La mezcla de reaccién se exirajo con
MTBE (3x con 16 litros), y las fases organicas combinadas se secaron
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sobre NazS0O, y se concentraron a vaclo para obtener 220 g de estér |
escalémico en bnuto, (R)-enriquecido. La suspensién acuosa restante se
fitr6 (para retirar el CLEC-BL) a través de papel Whatman 1. La pasta de

CLEC se retir6 del papel y se aimacend a 4°C para , si se desea, un uso’

posterior. La solucién acuosa restante se acidificé a un pH 5,5 con acido
clorhidrico 1N y se extrajo con MTBE (2 x 168 | cada uno). La solucién
acuosa se extrajo de nuevo, con un pH 5,0 y con un pH 4,0. Las fracciones
orgdnicas que contenlan el producto 4cido se combinaron y se
concentraron a vaclo para obtener un residuo sdlido. El residuo se
suspendié en agua caliente (40 — 50°C, 1.000 ml) y se dejé enfriar a
temperatura ambiente durante una noche. La suspensién resuiltante se
fittrd y los cristales se secaron en un horno de vacio a 40°C durante una
noche para obtener el acido en forma de un sélido blanco (133 g, 98% de
0o, reﬁdimiento del 68,8% para la resolucién cinética, > 98% de pureza por
HPLC). '"HMNR (300 MHz, CDCl,): & 7,9 (s ancho, 1H), 4,10 (d, 1H), 3,89
(dd, 2H), 1,5 (s) + 1,45 (8) (9H), 1,3 (s, 3H), 1,15 (s, 3H).

Los siguientes procedimientos anallticos se usaron para controlar el

- progreso de reaccion.y medir el porcentaje de ee y la pureza del producto

final.

HPLC no quiral

Longltud de onda del detector: 200 nm

Columna: Luna C-18, 4,6 x 30 mm

Temperatura de la columna: 35¢C

Caudal: 1,5 mi/min

Volumen de inyeccion: 10pl

Fases mdviles: A: KH2PO.25mMpH 2,5; B: Acetonitrilo

Elucién: gradiente: 35 a 70% de B en 5 minutos, 2 minutos después de la
elucion
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\
Tiempo de retencién: Acido 1,63; Ester 3,28 ‘\

i
Longitud de onda del detector: 195 nm
Columna: Chiralcel OJR, 3um, C-18, 4,6 x 150 mm
Temperatura de la columna: 40°C
Caudal: 0,5 mVmin
Volumen de inyeccién: 10pl
Fases méviles: A: KH2PO,25mM pH 2,0; B: Acetonitrilo; C: HPLC Hz0
Elucidn : isocritica: 75% de A y 25% de B durante 17 minutos, a
continuacién 75% de B y 25% de C durante 3 minutos, y finaimente 75%
de A y 25% de B durante 15 minutos.
Tiempo-de retencién: Acido 14,85(R) y 15,84(S)

Preparacién de muestras

Se tormaron dos muestras cada vez que se realizd la toma de
muestras. Cada muestra se preparé mezclando 10 mi de la mezcla de
reaccion y 10 ml de acetonitrilo. La solucion se agito con vortex y las fases
se separaron por centrifugacién sobre una cenirifugadora Beckman. Se
diluyeron adicionalimente, 100 pl de la fase superior con 400 pl de
acetonitrilo y se inyecté en la HPLC.

Ejemplo 2: Preparacién de (25)-4,4-dlfluoro-3,3-dimetil-N-Boc-prolina
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Una solucidon de éster racémico (3 g, 10,23 mmol, 1,00 eq, en
DMSO, 15 ml) y tampdn Tris 50 mM a un pH 8 (87,5 ml) se afiadieron a un
matraz de 3 bocas de 250 ml equipado con una sonda de temperatura, una
barra agitadora, un electrodo de pH y una Ilnea de adicién de base. El pH
de la mezcla era de aproximadamente 7,64. A continuacién se afladié la
proteasa alcalina de Bacillus licheniformis, (Subtilisina Carisberg, aquirido
en Altus como CLEC-BL en forma de una solucién al 6-14% en piv ) (37,5
mi). Después de la adiciobn de la enzima, el pH de la mezcla era
aproximadamente 7,70. La mezcla resultante se calentd lentamente a
408C usando una camisa de calentamiento. El pH de la mezcla se ajustd a
pH 8,0 por la adicién de hidréxido sédico 1N (0,848 ml). A medida que
progresaba la reaccién, se controlaba el pH de la mezcla de reaccién y se
mantuvo a pH 8 mediante la adicion periédica de hidroxido sédico 1N (se
afiadié un total de 17,7 ml de NaOH 1N). La suspension resultante se agité
a 40°C durante un total de 121 horas. El progreso de la reaccion se
controlé mediante HPLC de fase inversa controlando tanto la conversion y
el porcentaje de ee del producto. La reaccién se detuvo después de que el
andlisis por HPLC indicase que el 43% del material de partida se habia
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consumido. El porcentaje de ee del 4cido se midié dando como resultado el
94,6% de ee.

La mezcla resultante se extrajo con MTBE (3 x 75 ml cada uno) y las
fases orgédnicas combinadas se filtraron a través del papel Whatman
namero 1 para retirar las particulas emusionadas y para distinguir mejor el
limite fase acuosa-orgénica. La fase acuosa asociada a la emulsién se
volvié a afladir a las aguas madres. La fase organica se secd sobre
NaxSO4 y se concentré a vaclo para obtener 1,74 g de éster escalémico
bruto |, (R)-enriquecido.

La suspensién acuosa restante se filtré (para retirar el CLEC-BL) a través
de papel Whatman 1. La pasta de CLEC-BL se retird del papel y se
almacend a 4°C para, si se desea, un uso posterior. La solucidn acuosa
restante se acidificé a pH 5,3 usando HCL 1N y se exirajo con-80 ml de
MTBE. La extraccion se repitié cinco veces con el pH reducido a 5,3, 4,8,
4,0 y 3,8, respectivamente en las cuatro extracciones posteriores. Las
fases organicas que contenlan dcido se combinaron, se secaron sobre
Naz:SO, y se concentraron a vaclo para obtener 1,480 g de &cido bruto.
Entonces el residuo sélido se resuspendié en 150 mi de MTBE. El 4cido se
lavd dos veces con 75 mi de tampdn fosfato potdsico 10mM con un pH 4,2-
4.5 para efiminar DMSO. Las fases orgédnicas se secaron con Na;SO, y se
concentraron a vaclo para obtener el acido en forma de un sélido blanco
(0,831 g, 98% de ee, rendimiento del 58% para la resolucién cinética, >
98% de pureza por HPLC). "THMNR (300 MHz, CDCly): & 5,3 (s ancho, 1H),
4,15 (d, 1H), 3,89 (dd, 2H), 1,5 (s) + 1,45 (s, 9H), 1,3 (s, 3H), 1,15 (s, 3H).

Los siguientes procedimientos analiticos se usaron para controlar el
progreso de reaccién y medir el porcentaje de ee y la pureza del producto
final.

HPLC no quiral
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Longitud de onda del detector: 200 nm

Columna: Luna C-18, 4,6 x 30 mm

Temperatura de la columna: 35°C

Caudal: 1,5 ml/min

Volumen de inyeccién: 10yl

Fases méviles: A: KHPO.25mM pH 2,5; B: Acetonitrilo

Elucién: gradiente: 35 a 70% de B en 5 minutos, 2 minutos después de la
elucién

Tiempo de retencion: Acido 1,63; Ester 3,28

HPLC quiral

Longitud de onda del detector: 185 nm

Columna: Chiralcel OJR, 3um, C-18, 4,6 x 150 mm

Temperatura de la columna: 40°C

Caudal: 0,5 mU/min

Volumen de inyeccion: 10l

Fases mdviles: A: KH.PO,25 mM pH 2,0; B: Acetonitrilo; C: HPLC H0
Elucién : isocrdtica: 75% de A y 25% de B durante 17 minutos, a
continuacién 75% de B y 25% de C durante 3 minutos, y finaimente 75%
de A y 25% de B durante 15 minutos.

Tiempo de retencldn: Acido 14,85(R)y 15,84(S)

raci m (t

Se tomaron dos muesiras cada vez que se reallzo la toma de
muestras. Cada muestra se prepard diluyendo 100 yl de la mezcla de
reaccion con 1,9 ml de acetonitrilo. La solucion se agité con vortex y y 1 mi
de esta solucién sé centrifugo en una centrifugadora Beckman. La fase
superior se inyectd en la HPLC.
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Elemplo 3: Resolucién de N-bencil-4-4-difluoro-3,3-dimetilprolina
metil dster '

n
5 unidades/mg 5
T pHAO, 10% ACN
. o'
s s . :
Caga de SO »80% de as, 479 de rencimisnio alsiado

A N-terc-butoxicarbonil-4,4-difluoro-3,3-dimetilprolina metil éster (5,0 g,
17,0 mmol) se afladid HCI 4M (2,0 eqv, 8,5 ml) en dioxano. La mezcia se
agitd a 0°C durante 3 horas. Después de considerar que le reaccion se
habia terminado por HPLC, se retird a vaclo el dioxano y el exceso de HCI
para obtener el residuo bruto. El residuo bruto se lavé con MTBE (3 ml x 2)
y 6@ secd en un horno para proporcionar 3,8 g de 4,4-difluoro-3,3-
dimetilprolina metil éster sdlido (~ 95% de pureza), que se usb en la
siguiente reaccién sin ninguna purificacion adicional.

A 3,8 g de 4,4-difluoro-3,3-dimetilprolina metil éster se afiadié KoCO,
(3,8 g), MeOH (60 ml) y BnBr (.1,1 eqv, 2,55 ml). La mezcla resultante se
agité a 23° durante 20 horas. Le mezcla se filtr6 y se retiraron los
disolventes a vaclo, dejando un residuo. El residuo se disolvi6 en MTBE
(60 ml) y se lavé con HC! 1N {20 mi x 3), NaHCO4 (20 ml x 3) y salmuera
(20 ml x 1). Las fases orgénicas se combinaron, secaron sobre NazSQOq, ¥y

se retiraron los disolventes a vaclo para obtener 4,3 g (rendimiento del

~ 90%) de N-bencil-4,4-difluoro-3,3-dimetilprolina metil éster.

El éster racémico (3,0 g, 10,6 mmol) se disolvié en acetonitrilo (8 ml,
15%) y se afiadié el tampén fosfato potasico (pH 8,0, 0,1M, 60 ml). Se
afadié esterasa de higado de cerdo (750 mg, 10~15 unidades/mg} y el pH
de la solucién se mantuvo a pH 8 con la adicidn periédica de NaOH 1N.

El progreso de la reaccién se controlé por HPLC de fase Inversa.
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Después de 20~24 horas, se alcanzé el ~50% de la conversién y el pH de
la mezcla se ajustd a pH 8,3-8,4 por la adicién de NaOH 1N y se extrajo la
solucién con MTBE (40 ml x 3). La fase orgénica se secd sobre NazSO, y
se concentrd para obtener el R-éster 5 restante (1,56 g, ~52%). El pH de la
fase acuosa restante se ajustd a pH 3,5 por la adicion de HCl 1N y se
extrajo con MTBE (40 mi x 3). Las fases organicas combinadas se secaron
sobre NagSQ,, y se retiraron los disolventes a vaclo para obtener N-bencll-
4,4-dlfluoro-3,3-dimetilprolina (1,35 g, 47%).

4 A-difluoro-3,3-dimetilprolina metil éster: ESI [M+H]* 194,1. '"H NMR
(300 MHz, D-0): 54,48 (s, 1H), 3,77-3,98 (m, 2H), 3,80 (s, 3H), 1,30 (s,
3H), 1,04 (s, 3H), *C NMR (75 ppm, D:O) 5167,70, 66,43, 66,38, 54,52,
48,58, 45,94, 17,64, 17,02,

N-bencil-4,4-difluoro-3,3-dimetilprolina metil éster ‘ESI [M+H]* 284,1.
H NMR (300 MHz, CDCls): 57,23-7.40 (m, 5H), 3,94 (d, J = 13,2 Hz, 1H),
3,48 (d, J = 13,2 Hz, 1H), 3,39 (s. 1H), 3,39 (s, 1H), 3,35 (dd, J = 10,6, 20,0
Hz, 1H), 2,85 (ddd, J = 6,6, 11,4, 18,3 Hz, 1H), 1,22 (s,3H), 1,07 (s, 3H).
3C NMR (75 ppm, CDCls) 5171,42, 138,20, 128,87, 128,73, 127,73, 74,18,
58,72, 51,88, 47,08, 33,82, 20,16, 18,96.

N-bencil-4,4-difluoro-3,3-dimetilprolina ESI [M-H] 268,1. 'H NMR
(300 MHz, CDCl,): 57,26-7,40 (m, 5H), 3,94 (d, J = 12,9 Hz, 1H), 3,66 (d, J
= 12,9 Hz, 1H), 3,32-3,57 (s, 2H), 3,05 (m, 1H), 1,26 (s,3H), 1,11 (s, 3H).
13C NMR (75 ppm, CDCls) 5171,10, 136,19, 129,16, 128,68, 127,73, 74,83,
60,67, 56,49, 53,75, 46,48, 20,40, 18,77.
Se usaron los siguienies procedimientos analliticos:
N-bencil-4,4-difluoro-3,3-dimetilprofina metll éster. Chiralcel AD-RH (4,6 x
100 mm, 3 pm), caudal: 0,6 mi/min, volumen de inyeccién: 5pl, fases
méviles: ACN/H20 (20:80), deteccién a 254 nm.
N-bencil-4,4-difluoro-3,3-dimetilprolina: Chiraicel OD-RH (4,6 x 100 mm, 3

pm), caudal: 0,6 ml/min, volumen de inyeccion: 5pl, fases modviles:

e«”‘y?(
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ACN/H;0 (60:40), deteccién a 254 nm
Ejemplo 4: Preparacién de (S)-3,3-dimetll-N-Boc-vinliglicina
4o

91,4% do ee, {7 % de endimienin

Subtiina 0% da
mmmn"mm
e
>56 % de e, 5% de rendimisnic buio
>5(R% de pLraza

A un matraz de 5 litros y 3 bocas equipado con un electrodo de pH,
un agitador superior, una camisa de calentamiento y una Iinea de adicién
de base, se afiadié el éster racémico | (78 g, 0,3 mol, 1,00 eq) en
acetonitrilo (280 ml).

En un recipiente separado se afiadié Alcalasa (350 ml de una
solucién que se pasd a través de un sistema de filtracién tangencial y se
concentrd a un quinto de su volumen original) y agua destilada (2,8 1). El
pH de la solucién resultante se ajustd a pH 7,0. La solucién de enzima se
afiadié al matraz que contiene la solucion de éster. La suspensién
resultante se agité a 30°C durante 51 horas, durante cuyo tiempo el pH de
la solucion se mantuvo a 7,0 mediante la adicién periédica de NaOH 1N
{(un total de 95,8 ml de base aiiadidos durante 51 horas). El progreso de la
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reaccién fue seguido por HPLC de fase inversa y la reaccion se detuvo
después de haber determinado que el 45% del material de partida se habia
consumido.

Se extrajo la mezcla con MTBE (3 x 1,75 | cada una) y las
fases orgénicas combinadas se secaron sobre MgSO, y se concentraron a
vacio para obtener 50,81 g de éster escalémico | bruto, (R) —enriquecida
(>55% del rendimiento, aproximadamente 56% de ee). Esta mezcla bruta
contenia al_go de acido carboxllico <7%, que se recuperd més tarde
mediante extraccién 4cido-base. La solucién acuosa restante se pasé a
través de una filtracién de flujo tangencial Pellicon 2 equipado con una
membrana de celulosa Uliracel. La solucidn restante se acidificé a pH 4,0 y
se extrajo con MTBE (3 x 1,75 ). Las fracciones que contenian el &cido se
combinaron, se secaron sobre sulfato sédico y se concentraron a vaclo
para obtener un aceite amarilio claro (31 g, 91.4 % de ee, 42% de
rendimiento, >98 % de pureza por HPLC), 'HNMR (300 MHz, CDCly): &
10,69 (s, 1H), 5,78 (dd, 2H), 5,02 (m, 2H), 4,98 (s, 1H), 4,09 (d, 1H), 1,36
(s. 9H), 1,06 (s, 6H).

Se usaron las siguientes condiciones analfticas

HPLC no quiral
Longitud de onda del detector: 200 nm
Columna: Luna C-18, 4,6 x 30 mm
Temperatura de la columna: 35°C
Caudal: 1,5 mi/min
Volumen de inyeccién: 10ul
Fases mdviles: A: KH.PO, 25mM pH 2,5; B: Acetonitrilo
Elucién: gradiente: 30 a 70% de B en 5 minutos, 2 minutos antes de la
elucién
Tiempo de retencién: Acido 1,63; Ester 3,28
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HPLC quiral
Longitud de onda del detector: 200 nm

Columna: Chiraicel OJR, 3pym, C-18, 4,6 x 100 mm

Temperatura de la columna: no controlada

Caudal: 0,5 mV/min

Volumen de inyeccién: 10ul

Fases moviles: A: NaHPO, 25 mM pH 2,0; B: Acetonitrilo;

Elucidn : isocréatica: 25% de B durante 55 minutos, 3 minutos después de
la elucidn.

Tiempo de retencién: Acido 16,33(R) y 17,97(S); Ester 50.40 (S), 51,30 (R).

Procedimiento para analizar ee de éster puro;
Columna: Chiralcel OD.RH, 150 x 4,6 mm
Caudal: 0,8 ml/minuto

Temperatura: 30°C

Fase movil: 30% de ACN y 70% de H:0

nyi nda: 205 nm

Preparacion de muesiras

Se tomaron dos muestras cada vez que se realizd la toma de
muestras. Cada muestra se preparé tomando 2 x 200 yl de la mezcla de
reaccién y se diluyé con 1 ml de acetato de etilo y 100 pl de HCI 1H, a
continuacion se agitd con vortex y las fases se separaron por
centrifugacién en una centrifugadora Beckman. Se diluyeron
adicionaimente, 100 pyl de la fase superior (orgénica) con 400 pl de
acetonitrilo/agua (1:1) y se Inyecté en la HPLC.

EJemplo 5: Preparacién de (R)-3,3-dimetll-N-Boc-vinliglicina
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A un matraz de 2000 m! con camisa y equipado con un agitador superior
se afadid el 4cido racémico 2, 3,3 dimetil-N-Boc-viniglicina, (83,3 g, 386,2
mmol, 1,00 Eq), (R)-fenilglicinol (52,6 g, 386,2 mmol, 1,00 eq), metanol
(200 ml) y acetonitrilo (1.800 ml). La suspensién resuliante se agité y se
calenté a 70-80°C hasta que la solucién se volvié homogénea. La.solucién
se dejé que se enfriase lentamente a temperatura amblente con agitacién
continua, dando como resultado su cristalizacién. La suspension resultante
se filtr6 y la sal cristalina (que contiene el (R)-enantibmero deseado) se
lavé con 100 ml de acetonitrilo frio, se recogié y se an analizo con HPLC.
En los casos en que se desea mejorar el porcentaje de ee del producto
resuliante después de la primera cristalizaciéon, se puede realizar una
segunda cristalizacion.

La sal se convirtié entonces en el acido libre disolviendo la sal en
250 ml de acetato de etilo (como alternativa, se puede usar MTBE en lugar
del acetato de etilo). Se afiadidé agua (250 ml) y el pH de la solucién
resultante se ajusté a pH 3 mediante la adicién de 4cido clorhidrico 1N. La
fase organica se separd y la fase acuosa se volvié a extraer con acetato de
etilo (200 ml). Los extractos se combinaron, se secaron sobre sulfato
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sodico, y se concentraron a vaclo para obtener un acelte transparente que
se secd durante una noche a vaclo para obtener un sélido blanco (37,4 g,
> 98% de ee, 40,1% de rendienmiento global aislado, >88% de pureza).

Recicl R)-fenliglicinol.

El pH de la fase acuosa de la etapa anterior se ajusté a pH 8,0
mediante la adicién de hidréxido sédico 1N y la solucidn se exirajo con 300
ml de acetato de etilo (0 MTBE). A continuacién el extracto se secé con
sulfato sddico y se concentrd a vaclo. El producto se aislé en forma de
cristales blancos (12,3 g, > 98% de pureza, obsérvese que la recuperacion
sélo fue del 40% del material, el agente recristalizante restante se puede
recuperar a partir del filtrado generado en la etapa 4).

Se usaron las sigulentes condiciones analiticas:

HPLC no quiral

Longltud de onda del detector: 205 nm

Columna: Chiralcel OJ-RH, 3um C-18, 4,6 x 100 mm

Temperatura de la columna: 30°C

Caudal: 0,6 mV/min

Volumen de inyeccién: 10pl

Fases méviles: A: Acetonitrlio (0,1% de TFA): B: 75% H20 (0,1% de TFA).
Elucién :isocrética: 25% de A: 756% de B 18 minutos

Tiempo de retencion: Acido 11,60 (R) y 12,9 (S) / 5,3 R-fenilglicinol

Ejemplo 6: Preparacién de (2S)-4-ox0-3,3-dimetil-N-Boc-prolina



10

15

w%!i» e

+ 8%ee, -
50 % conversidn

Se suspendieron 10 mg de éster racémico en 100 microlitros de acetonitrilo
y se afiadié a 900 ml de tampén KPB que contiene proteasa de Bacillus
lentus (BLP) al 10%. La reaccién se detuvo después de 16 horas, dando
como resultado una conversion al 50% y >98% de ee del producto acido
(2S)-4-ox0-3,3-dimetil-N-Boc-prolina. EI Amano proleather FGF fue otro
candidato, el cual se descubrié que realiza la reaccién con una reactividad

y enantioselectividades similares.
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad
lo contenido en las sigulentes

REIVINDICACIONES
1.- Un procedimiento para preparar un compuesto enriquecido

esterecisoméricamente de férmula (1)

, ¥ 9
Rs 7 RS
R* (1)

en la que

Zes O, S, C=0, C=CHa, 0 {CR'R%-~;

R' es hidrégeno, ~{(CR"R®)-(arilo Cg-C14), -CHz-CH=CH;, -C(O)R’, -
C(O)OR’, -C(O)C(O)OR’ o —Si{R")s, en la que dicho arilo Ce-Cys esta
opcionalmente sustituido con al menos un sustituyente selecclonado de
halo, alquilo C1-C1o, OR” y ~N(R’R®);

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo
Ci-Cio, alquenilo C2-Cio, alquinllo Cz-Cyo, {CR’R®)(arilo Ce-C1s) y —
(CR'R*(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arllo Ce-Ci4 y el
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alqullo Cy-Cyo, OR’, y -
N(R'R®);

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrogeno, halo,
alquilo C;-C1o, alquenilo Cz-Cyg, alquinilo Co-C1e, {CR’R®)-(arilo Ce-C14) ¥
—(CR"R®{heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arlo Cg-Cy4 Yy ®l
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al

menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cio, -OR’, y —
N(RTRY);
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R® es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan cada uno independientemente de hidrégeno,
halo, alquilo Cy-Cio, alcoxl C4-Cqo, alquenllo CxCio, alquinilo Ce-Cio, —
(CR°R®(arilo Co-C1a) y —(CRR®)-(heterocicio de 4-10 miembros), en la
que el arilo Ca-C14 ¥ ol heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente
sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C4-
C1o, -OR®, y -N(R°R®);

cada R° se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cios ¥

t @s un nimero entero de O a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (I), en la que R', R%, R®, R* y R® son
tal como se han definido anteriomente y R® se selecciona de alquilo C;-
Cio, alquenilo C2-Cio, alquinilo C2-Cio, (CR'R®){arilo Ce-Ci) ¥ ~
(CR"R®(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo C¢-Cie ¥
dicho heterociclo de 4-10 miembros estidn opcionaimente sustituidos con
al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C1-Cio, OR7, y —
N(R’R%, con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente
orgénico, o una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estersoisémero.

2.- Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que en el
compuesto de férmula (1)

Z es 0, S, C=0, C=CH,, 0 {CR’R®)-;

R' es —(CH)(arlo CgCu), -CHzCH=CH;, -C(O)OR’ o -
C(O)C(O)OR’ , en la que dicho arilo C¢-C14 estd opclonalmente sustituldo
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C1-Cyo, OR” y —
N(R'R®);

R? y R® se seleccionan independientemente de hidrgeno, maetilo,
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R* y R® se seleccionan independientemente de hidrdgeno, halo,
metilo etilo, butllo y pentllo;

R® es hidrégeno;

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrdgeno, halo,

etilo, butilo y pentilo;

alquilo Cy-Cyq, alcoxi Cy-Cio, alquenilo CxCyo, y arilo Ce-C14, en el que
dicho arilo Cs-Cy4 estd opcionaimente sustituido con al menos un
sustituyente seleccionado de halo, alqullo C1-C1o, -OR®, y -‘N(H'FI’); y

cada R° se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio. °

3.- Un procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que en el
compuesto de férmula (I)

Zes 0, S, C=0, C=CHa, 0 (CR'R%)-;

R' es —-CHzPh, -C(O)OR? 0 -C(O)C(O)OR’;

R?y R? son hidrégeno;

R*y R°® se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo;

R® es hidrogeno; y

R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio.

4.- Un procedimienio segin la reivindicacién 1, en el que en el
compuesto de formula (I)
Z es O, 8, C=0, C=CH,, 0 {CR’R®)-;
R'! es -CHzPh, -C(O)OCHa, -C(O)OC(CHa)s 0-C(O)C(O)OCHs;
R2yR® son hidrégeno;
R* y R se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo;
R® es hidrégeno; y
R’ y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, fidor,
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5.- Un procedimiento segin la relvindicaclén 1, en el que en el

compuesto de férmula (I)
Zes S;

R' @s —CH,Ph, -C(O)OCHa, -C(O)OC(CHa)s 0-C(O)C(O)OCHS,;

R%y R? son hidrégeno;
R*y R® son metilo; y
R® es hidrégeno.

6.- Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que en el

compuesto de férmula (I)
Z es -(CR’R®)-;

R' e8 —CH,Ph, -CH>-CH=CH,, -C(O)OCH;, -C(O)OC(CHa)a 0 -

C(O)C(O)OCHs;
R?y R? son hidrégeno;

R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y metilo,

etiio, butilo y pentilo;
R® es hidrogeno; y

R? y R? se seleccionan independientemente de hidrégeno, fitior,

cloro, alquilo C+-C1 y alcoxy C1-Ce.

7.- Un procedimiento para preparar

esterecisomeéricamente de férmula (I1A)

un compuesto enriquecido
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R' es -CH2Ph, -C(O)OR’, 0 -C(O)C(O)OR’ ;y
R? es alquilo Cy-Cyq;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (IC),

" oo
(N OR®
S CHa
CHa, (IC)

en la que R', es tal como se ha definido anteriormente y R°® se
selecciona de alquilo C;-C1, alquenilo CxCqp, alquinlio C2-C1o, ~CHz(arllo
Ce-C14) y —CHa(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo Ce-
C14 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos
con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C,-Cio, OR, ¥
-N(R’R"), con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente
orgénico, 0 una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereocisémero.
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8.- Un procedimiento para preparar un compuesto enriquecido

esterecisoméricamente de férmula (IB)

v oo
NI on
CHa
F CHsj (1B)

F

en la que R'es -CHzPh, -C(0)-OR” 0 -C(O)c(O)O R"'y
R? es alquilo Cy-C1o

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (ID),

g
N OR®
F CHa

en la que R', @es tal como se ha definido anteriormente y R® se

selecciona de alquilo Ci-Cyo, alquenilo C2-C1o, alquinilo C2-Cqg, ~CHg(arllo
Ce-C14) y —CHa(heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo Cq-
C14 y dicho heterociclo de 4-10 miembros estén opcionalmente sustituidos

con al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo C1-Cyo, OR’, y

-N(R’R"), con un blocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente

organico, o una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereoisémero.

Un procedimiento para preparar un compuesto enriquecido
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estereoisomeéricamente de {érmula (I1)

;R‘“ 0
R1o ,N 0R14
R12 R1 3 (")
en la que

R es hidrégeno, —{CR'*R'-(arilo Cg¢-Cis), -CH2-CH=CHp, -
C(O)R™, -C(O)OR?S, -C(0)C(O)OR' o —Si(R')s, en la que dicho arilo Cq-
Cw estd opcionalmente sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado de halo, alquilo C;-Cyo, OR'S, y -N(R'°R'®);

R'" es hidrégeno, alquilo Ci-Cyq, alquenilo C#-Cye, alquinilo Co-Cho,
—(CR'"R"®)(arilo Ce-C14) 0 —{CR'*R'®)(heterocicio de 4-10 miembros), en
la que dicho arilo Ce-Ci4 y € heterocicio de 4-10 miembros estan
opcionaimente sustitvidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo C1-Cyo, -OR'®, y -N(R'*R'®);

R' y R"™ se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo
Ci-Cio, @lquenilo C2-Cyo, alquinilo C-Cia, {CR™R"™)(arllo Ce-Cis) ¥ =
(CR'®R")(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arilo Cs-Cis y @l
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente selecclonado de halo, alquilo Ci-Cyo, -OR™, y -
N(R'®R'®), siempre que R'? y R*® no puedan ser ambos hidrégeno;

R' es hidrégeno;

R' y R'" se seleccionan independientemente de, hidrégeno, halo
alqullo Cy-Cio, alcoxl Ci-Cio, alquenilo CrCip alquinlio Cp-Cio, -
(CR'"R"")(arilo Ce-C1¢) y ~{CR'R")(heterociclo de 4-10 mlembros), en la
que el arilo CsCis y o heterocicio de 4-10 miembros estan

opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
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halo, alquilo C1-Cyo, -ORY, y -N(R'R"");

cada R se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cua y

t @s un nuimero entero de O a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (ll), en la que R, R"!, R*? y R*® son
tal como se han definido anteriormente y R'* se selecciona de alqullo Cs-
Cio. alquenilo Cx-Cyo, alquinilo Co-Cig, {CR™R'®)~(arilo CeCi) ¥ -
(CR'R'®)({heterociclo de 4-10 miembros), y en la que dicho arilo Ce-Ciq ¥
dicho heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con
al menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Ci-Cyo, OR', y —
N(R'™R'®), con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente
orgénico, 0 una mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereoisémero.

10.- Un procedimiento seguin la reivindicacion 9, en el que en el
compuesto de férmula (l):

R'" es -C(O)OR" o -C(O)C(O)OR'™ ;

R'! es hidrégeno o alquilo C1-Cio;

R y R™ se selecclonan independientemente de hidrégeno, alquilo
Ci-Cio.  @lquenilo C2-Cyp, alquinlio C-Cyo, siempre que R y R™ no
puedan ser ambos hidrégeno;

R™ es hidrégeno; y

R'" es alquilo C1-Cio;

11.- Un procedimiento para preparar un compuesto enriquecido

estereosioméricamente de férmula (lIA)

(a\

X
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H
N

R1 or Wi OH
o

CHy (1A)

en la que

R'® se selecciona de hidrégeno, CR"R'®){arllo Ce-C14), -CHe-
CH=CH,, -C{O)R", -C(O)OR" y -C(O)C(O)OR';

R'™ y R'® se seleccionan cada uno Independientemente de
hidrégeno, alquilo C1-C1g, alcoxi C1-C1p, alquenilo Cx-Cjg, alquinilo C-Cyy,
—(CR'R")(arilo Cg-C14) y ~(CR'R")(heterocicio de 4-10 miembros), en
la que dicho arilo Ce-C14 y dicho heterocicio de 4-10 miembros estin
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
haio, alquilo Ci-Cyo, ORY, y—N(R'R'");

cada R" se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cii y

t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

tratar un compuesto de férmula (1IB),

(11B)

en la que R es tal como se define anterlormente y R™ es alquilo
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C+-C10, con un biocatalizador en un disolvente acuoso, un disolvente
orgénico, 0 una mezcla de disolventes orgdnico y acuoso en la que se

hidroliza selectivamente al menos un estereoisémero.

12.  Un procedimiento segtlin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11, en el que dicho biocatalizador se selecciona de una proteasa alcalina,
una esterasa, una lipasa, una hidrolasa y una combinacién cualquiera de

las mismas.
13.- Un procedimiento segin la reivindicacién 12, en el que dicho
biocatalizador se selecciona de Kiebsiella oxytoca, Aspergillus melleus,

Bacillus subtills y esterasa de higado de cerdo.

14.- Un procedimiento para la resolucién de un compuesto de férmula (Ii)

'R‘“ o
R1 o ” N 0R14
R12 R13 (“)

en la que

R™ es hidrégeno, HCR"R'"®~(arilc Cs-Cis), -CHrCH=CHz, -
C(O)R', -C(O)OR'S, -C(O)C(O)OR' o -Si(R')s, en la que dicho arilo Cq-
Ci. estd opcionalmente sustituido con al menos un sustituyente
seleccionado de halo, alquilo C4-C1o, OR'S, y -N(R'R"®);

R'! es hidrégeno, alquilo C1-Cya, alquenilo Cz-Cie, alquinilo Co-Cyo,
—{CR"R")(arilo Cs-C14) 0 —(CR'°R")(heterocicio de 4-10 miembros), en
la que dicho arilo CsCi4 y el heterocicio de 4-10 mlembros estin

opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
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halo, alquilo C;-C1o, -OR', y -N(R'*R'®);

R' y R" se seleccionan independientemente de, hidrdgeno, aiquilo
Ci-Cio. alquenilo Cz-Cio, alquinilo C2-Cio, {CR"R*)(arllo Ce-C1g) y ~—
(CR'™R'®)(heterociclo de 4-10 miembros), en la que el arllo Ce-Ci4 y o
heterociclo de 4-10 miembros estdn opcionalmente sustituidos con al
menos un sustituyente seleccionado de halo, alquilo Cy-Cyo, -OR'®, y —
N(R'°R'®), siempre que R'? y R™ no puedan ser ambos hidrégeno;

R'* es hidrégeno;

R'® y R se seleccionan independientemente de, hidrégeno, halo
alquilo C,-Cy, alcoxi Ci-Cyo, alquenilo C2-Cio, alquinilo CxCio, —
(CR'R")(arilo Cs-C14) y ~(CR'"R""){heterociclo de 4-10 miembros), en la
que el arilo Ce-Cia y ol heterociclo de 4-10 miembros estan
opcionalmente sustituidos con al menos un sustituyente seleccionado de
halo, alquilo Ci-Cye, -OR"Y, y —-N(R'"R");

cada R" se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo
Ci-Cio y

t es un nimero entero de 0 a 5;

comprendiendo dicho procedimiento:

()  ftratar un compuesto de férmula (1), en la que R™, R", R,

R" y R son tal como se han definido anteriormente, con
una base quiral no racémica para obtener una mezcla de
sales diastereoméricas;

(i) separar dichas sales diastereoméricas entre sl, y

(i) convertir dicha sal diastereomérica en un compuesto

enriquecido estereoisoméricamente de férmula (il).

15.- Un procedimiento segun la relvindicacién 14, en el que dicha base
quiral no racémica es (R)-(-)-2-fenilglicinol o (S)-(+)-2-fenilglicinol
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a procedimientos para preparar un

compuesto enriquecido esterecisoméricamente de férmula (1)

R' o

2

X T
RY 7—{R®

R* M

en la que R® es hidrégeno; que comprende tratar un compuesto de
férmula (HI), en la que R® se selecciona de alqullo C-Co, alquenilo Ce-
Cio, alquiniio Cz-Cie, CR’R®)(arilo C¢-C1a) y CR'R®)(heterociclo de 4-
10 miembros), y en la que dicho arilo Ce-Cy4 ¥y dicho heterociclo de 4-10
miembros estén opcionaimente sustituidos con al menos un sustituyente
seleccionado de halo, alquilo Ci-Cis, OR’, y -N(R'R®), con un
biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente orgdnico, o una
mezcla de disolventes orgénico y acuoso en la que se hidroliza

selectivamente al menos un esterecisdémero.



TRATAD DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F., Jr.
PFIZER, Inc.

201 Tabor Road

Morris Plains, NJ 07950
Estados Unidos de América.

Sello de Recibido 12 de diciembre de 2005, MOPS IP GLBL SRVS

Fecha de expedicién: 06.12.2005

Referencia del expediente del solicitante 0 mandatario: PC26187A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004 /003812

Fecha de presentacion internacional: 22.11.2004

Fecha de prioridad: 04.12.2003

Solicitante: PFIZER INC et. al.

1. Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del

Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompaiiado, si procede, de sus anexos.

. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacion a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizara
una traduccién en inglés del informe (con exclusion de sus anexos) y
la transmitird a las Oficinas interesadas.

. RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacion de la traduccién y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (0 més tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39 (1)) (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccion de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluiré la traduccién de cualquier anexo de



informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al
solicitante preparar la traduccién en cuestibon y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para mas amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacién
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) s6lo serviran a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacion, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 - Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-89 2399 — 4465.

Funcionario Autorizado: Ambroa, J.R.
Tel: + 49 89 2399-8012



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT '
INFORME PRELIMINAR IRTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante 0 mandatario: PC26187A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004/003812

Fecha de presentacién internacional: 22.11.2004

Fecha de prioridad: 04.12.2003

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificaciéon
nacional e IPC: CO7D 207/16, CO7D 207 /24, C07C 271/22, C12P
13/24.

Solicitante: PFIZER INC et. al.

1. El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Revisién Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es transmitido al solicitante segtn el Articulo 36.

2. Este REPORTE consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [ (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de ___ hojas, descritas a continuacién:

[C] hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccion Administrativa
607 del PCT).

[0 hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracion considera que contienen
modificaciones que se extienden més alli de la
divulgacion de la invencion tal como fue
originalmente presentada, segn se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

b. [0 (remitido Gnicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(s)) ’
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).



4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los (O(k
siguientes puntos: \

Recuadro I Base de este informe

X

[ | Recuadro II Prioridad

Bd RecuadroIll  Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial

4 Recuadro IV Falta de unidad de Invencién

Bd RecuadroV Declaracion motivada segan el Articulo

35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacion industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracion _

BJ Recuadro VI Ciertos documentos citados
[[] Recuadro VIl Defectos en la Solicitud Internacional
[[] Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacion de la demanda: 17.02.2005

Fecha de elaboracion de este reporte: 06.12.2005

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 - Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-89 2399 - 4465.

Funcionario Autorizado: Scruton-Evans, I
Tel: + 49 89 2399-8272



Recuadro 1. Base de este Informe

1. Por lo que respecta al idioma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacion en contra sefialada a continuacién.

[[] Este informe estd basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccion
roporcionada a los fines de:

E] bisqueda internacional (segin Reglas 12.3 y 23.1 (b))

[0 publicacién de la solicitud internacional (segin Regla
12.4)

[[] examen preliminar internacional (segtin Reglas 55.2
y/0 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,
esta opinién se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
gue hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcién, Piginas

1-51 tal como se presentaron iniciaimente

Reivindicaciones, Nimeros

1-15 tal como se presentaron inicialmente

[0 unalista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3.

O

Las modificaciones ha ocasionado la cancelacion de:

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

OO0

'S
[

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a
este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban
més allda de la divulgacién de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).



la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

0 EE N

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida”.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y Ia aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacion industrial, por lo que respecta.

[l al conjunto de la solicitud intemacional,
a las reivindicaciones Nos. 14, 15

debido a que:

[J la solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos.
en cuestion se refieren al objeto, respecto del cual no
requiere examen preliminar internacional (especifique):

0 a descripcion, reivindicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacién) o tales reivindicaciones Nos. en
cuestion no son claras, de manera que no es posible
formular una opinién significativa (especifique):

[0 las reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestién
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinién significativa.

d no se ha emitido informe de biisqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos. 14, 15

[(] lalista de de secuencias nucleétidas y/o de aminoéacidos no
cumplen la norma estandar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:

La lista en papel 0 no se presentd

[0 nocumple con la norma estandar

La lista en formato legible por ordenador

[[] no se presentd



"4
[0 nocumple con la norma estdndar q

[[] 1las tablas relativas a las listas de secuencias de nucleétidas
y/o de aminoécidos, si inicamente se han presentado en
formato legible por ordenador, no cumplen con los
requisitos técnicos previstos en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[0 Ver recuadro suplementario para més detalles.

Recuadro No. IV Falta de unidad de Invencibén

1. Xl En respuesta al requerimiento para limitar las
reivindicaciones o pagar tasas adicionales, el solicitante:

[ ha limitado las reivindicaciones
[[] ha pagado tasas adicionales
[[] ha pagado tasas adicionales bajo protesta
4 no ha limitado las reivindicaciones ni pagado las
tasas adicionales.

2. [ Esta Administracién considera que no se cumple la
exigencia de unidad de la invencion por los motivos
indicados a continuacién, y con forme a la Regla 68.1,
decide no requerir al solicitante para limitar las
reivindicaciones o pagar tasas adicionales.

3. Esta Administracién considera que el requerimiento de unidad de
invencién segun las reglas 13.1, 13.2 y 13.3:

[l secumple
no se cumple por las siguientes razones:

Ver hoja adjunta

4. En consecuencia, el presente informe se ha establecido con
relacion a las partes siguientes de la solicitud internacional:

[0 todas las partes de la solicitud

X las partes relativas a la reivindicaciones Nos. 1-13.



Recuadro No. V Declaracién razonada segfin el Articulo 35 (2)
con respecto a Iz novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial: (X'D
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién \

1. Declaracion

Novedad (N) Si:
No:
Nivel Inventivo (NI) Si:
No:

Aplicacién Industrial (Al) Si:

No:

Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones
Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.

1,12, 13
1-13
1-13

Recuadro No. VI Clertos documentos citados

1. Ciertos documentos publicados (Regla 70.10)

y/o

2. Divulgaciones no escritas (Regla 70.9)

Ver hoja adjunta



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/IB2004/003903 ’Kx
ftem 111 \

No formulacién de concepto con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién

industrial

Las reivindicaciones 14 y 15 no fueron objeto de bisqueda (ver el item IV a
continuacion) y por lo tanto no se formularé concepto alguno para estas
reivindicaciones.

ftem 1V
Carencia de Unidad de Invencién

Las reivindicaciones 1-13 se relacionan con el proceso de preparacién de un compuesto
estereoisoméricamente enriquecido de la férmula I 6 11 y subférmulas con el uso de un
biocatalizador. El problema que sustenta esta invencién es intentar proporcionar un
proceso para la resolucién enzimética de compuestos de las diferentes formulas en la
forma éster (ver el Esquema 1 de la descripci6n detallada en el ejemplo 9-10). Las
reivindicaciones 14 y 15 se relacionan con la resolucién del compuesto “intermedio” II
en formas estercoisoméricamente enriquecidas, de tal manera que pueda ser usado
posteriormente para preparar compuestos producto que sean también
estereoisoméricamente enriquecidos. (ver el Esquema 1, compuesto 3). La solucién
suministrada no requiere resolucion enzimitica sino €l uso de una base quiral no
racémica. La Regla 13 del PCT requiere, para que la unidad exista, que exista una
relacién técnica entre esos inventos que involucren uno o més de las mismas o
correspondientes caracteristicas especiales técnicas. Para una reivindicacién de proceso
para la preparacién de compuestos (parcialmente) conocidos, la caracterfstica especial
técnica debe ser los pardmetros del proceso, y puesto que éstos no son los mismos entre
las reivindicaciones 14 y 15 y las reivindicaciones 1-13, no estdn vinculados para
formar un Gnico concepto inventivo general, y consecuentemente, carece de unidad
entre los dos grupos de inventos.

ltem V

Declaracién razonada bajo Ia Regla 66.2(a)(ii) con respecto a la novedad, nivel
inventivo y aplicacién industrial; citas y explicaciones soportando dicha
declaracion

Se hace referencia en esta comunicacion a los siguientes documentos citados en el
reporte de basqueda;

DI: PETERSEN, MICHAEL ET AL: “Biotechnology in the fine~chemicals
industry. Cyclic amino acids by enantioselective biocatalysts™ CHIMIA, 53(12), 608-
612 CODEN: CHIMAD:; ISSN: 0009-4293, 1999, XP001204977

D2: WO 02/100844 A (AGOURON PHARMACEUTICALS, INC) 19 de diciembre
de 2002

D3: WO 9827222 A (LONZA AG; SAUTER, MARTIN; VENETZ, DANIEL;
WERBITZKY, OLEG) 25 de junio de 1998

D4: WO 97/33987 A (LONZA AG; SAUTER, MARTIN; VENETZ, DANIEL;
HENZEN, FABIENNE; SCHMIDHALT) 18 de septiembre de 1997



Con respecto al requerimiento de novedad (Articulo 33(2) del PCT), para la preparacion
de compuestos de la formula I (y LA y IB), D1 divulga en el esquema 1 una preparacién
que corresponde a la reivindicacién 1 y 12 de la presente solicitud (ver “cepa
Aureobacterium sp. como biocatalizador™). D2 divuiga en la reivindicacién 42 y en su
descripcién detallada compuestos de la férmula general 1, pero su preparacion es
realizada seg(in la referencia en la pagina 170, la cual empieza a partir de reactivos
quirales. D3 divulga un proceso general que corresponde a las reivindicaciones 1, 12 y
13 de la presente solicitud (ver las reivindicaciones, ejemplos y la pégina 18). D4
divulga un proceso similar, pero el cual no inicia a partir de ésteres. La reivindicacién
9, la cual se relaciona con el proceso de preparacién de los compuestos de la férmula II
parece ser novedosa con respecto a la férmula V de D4 por el uso de un grupo éster.
Por lo tanto, las reivindicaciones 1, 12 y 13 de la presente solicitud carecen de novedad
con respecto a los antecedentes D1 y D3, puesto que las caracteristicas de las
reivindicaciones estén todas divulgadas en estos documentos.

Con respecto al requerimiento de nivel inventivo (Articulo 33(3) del PCT), el problema
que sustenta la presente solicitud parece haber sido el proveer un proceso para la
preparacién de compuestos de las fdrmulas I y IT en forma estereoisoméricamente
enriquecida. La soluci6n suministrada por la solicitud es la reaccién del éster con un
biocatalizador. Tal como el antecedente D1 explica especificamente tales
transformaciones en el esquema 1 y de manera general en otros esquemas, al igual que
D3 y D4 divulgan tales procesos, no es claro donde podria existir un nivel inventivo,
puesto se sabe que puede obtenerse un buen valor ee (exceso enantiomérico).
Adicionalmente, D1 implica que el papel del solvente es importante, y que ciertas
acilasas no aceptan derivados sin un grupo carboxilo libre de tal manera que se pone en
duda si el proceso de la reivindicacién 1 podria ser capaz de proporcionar el
enriquecimiento deseado en todos los casos. Por lo tanto, aiin no queda satisfecho el
articulo 33(3) del PCT para las reivindicaciones 1-13.

ftem VI
Ciertos documentos citados

YAZBECK D R ET AL: “Retos en el desarrollo de un proceso enzimédtico eficiente en
la industria farmacéutica” TETRAHEDRON: ASYMMETRY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL, vol. 15, no. 18, 20 de septicmbre de 2004, piginas
2757-2763, XP004575045 ISSN: 0957-4166.
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FULLER, GROVER, F., Jr..
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(PCT Rule 71.1)

Date of maNing

(depinorthiear) 06.12.2005
Applicants or agent's fie reference
PC26167A IMPORTANT NOTIFICATION
international application No. Imemaiional filing dete (daynonthimar) Priority date (dayinonthirear)
PCTAB2004/003812 22.11.2004 04.12.2003
Applicant

PFIZER INC. et al.

The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the
intemnational preliminary report on patentability and its annexes, if any, established on the intemational

appiication.

A copy of the report and its annexes, if any, is being tranemitted to the Intemational Bureau for
communication to all the elected Offices.

Where required by any of the elected Offices, the intemational Bureau will prepare an English translation of
the report (but not of any annexes) and will transmit such transiation to those Offices.

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing
translations and paying national fees) within 30 monthe from the priarity date (or leter in some Offices)
(Article 38(1)) (see also the reminder eent by the Intemational Bureau with Form PCTABS01).

Where a translation of the intemnational application must be fumished to an slected Office, that transiation
must contain a translation of any annexes to the intemational preliminary report on patentabifity. it is the
applicant’s responsiblity to prepare and furnish such transiation directly to each elected Office concemed.

For further detalle on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, sse Volume (I of the
PCT Applicant's Guide.

The applicant's attention Is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step
and industrial applicabllity described in Article 33(2) fo (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that "any Contracting State may apply addltional or diferent criteria for the
purposes of deckding whether, in that State, the claimed inventions ls patentable or not* (see also Article
27(5)). Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from patentabliity, requirements for

enabling disciosure, clarity and support for the claims.

Nammmm!’mdmlmmmm Authorized Officer

preliminary examining authorlly: f-\

European Paient Office Ambroa, J.R. h \
Tel. +40 89 2300 - 0 T 523656 epmu d Tel. 440 80 2356-8012 l j
Fax: +49 89 2360 - 4485 N

Form PCTAPEA/416 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter I of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)
m: sgenfa fle reference FOR FURTHER ACTION 8ee Form PCTIPEAN16
international appilcation No. intemational fling date (dawmnonthyear) Priorily date {dawinonthimar)
PCTAB2004/003812 22.11.2004 04.12.2003

intemations! Putent Classification (IPC) or national classification and IPC
CO07D2071 6, CO7D20724, C07C27122, C12P1324

Applicant
PFIZER INC. et al.

This repori Is aleo accompanied by

Supplemental Box.

ANNEXES, comprising:

1.  This report is ithe intemational preliminary examination report, established by this imlernationa) Preliminary Examining
Authority under Article 35 and transmiited to the applicant according to Article 38.

2 mnEPOHrmmbhdabhloa-MlﬂudmmhmM

a. O sent to the eppiicant and to the Intemational Bureau) a total of sheets, as follows:
[0 sheets of the description, claims andbr drawings which have been amended and are the basis of thie report

andbr sheets contalning recifications authorixed by this Authority (see Rule 70.18 and Saection 807 of the
Adminisirative Instructions).

3 sheets which supersede sariier sheets, but which this Authority considers contain an amendment that goes
beyond the disclosure in the Intemational appiication as filed, as indicated in tem 4 of Box No. | and the

b. O (sent to the intemetional Bureau only) a total of (indicate type and number of electronic canler(s)) , containing a
sequenca isting andbr tables relaied thereto, In computer readable form only, as Indicated in the Supplemantal
Box Relating to Sequence Listing (see Seclion 802 of the Administrative Instructions).

4. This report containa indicationa relating to the following items:

2 BoxNo.!  Basis of the opinion
D BoxNo.ll  Priomy _
B BoxNo.lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial applicabiity
2 BoxNo.V Lack of unity of Invention
q B BoxNo.V  Reasoned staiement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or induetrial
appiicabilty; citations and axplanations supporting euch statement
Bl BoxNo.Vl Certain documents cited
[J Box No. VIl Csriain defects In the Intemational application
O Box No. Vil Certain observations on the intemational application
Date of submission of the demand Data of compietion of this report
17.02.2005 06.12.2005
Nams and maling address of the intamational Authorized Officer
preiminary examining authorty:
European Patent Office
’ D-80298 Munich Scruton-Evana, |
Tel. +48 88 2300 - 0 Tx: 523858 epmu d
Fauxc +40 BD 2300 - 4485 Telephons No. +48 80 2399-8272

amn PCTAPEA/408 (Cover Shesl) (January 2004)
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INT'EFINATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemational application

&

N PATENTABILITY - ’ PCTAB2004003812

Box No.| Basls of the report

1.

With rd to the language, this repori is based on the international appiication In the e In which It was
filed, r::lzss otherwise indicated under this Hem. langueg

O This report is based on translations from the original language into the following language ,
which is the language of a translation fumished for the purposes of:
O intemetional search (under Rules 12.3 and 28.1(b))

O publication of the intemational application {(under Rule 12.4)
O Iinternational preliminary examination (under Rules 56.2 andbr 55.3)

With regard to the elements® of the inlemational application, this report |8 based on {replacement aheets which
have been fumished o the receiving Ofiice in response o an inviiation under Article 14 are referred to in this

report as "originally filad" and are not annexed to this report): :

Description, Pages

1-51 . ae originalty fited
Clalms, Numbers
1-16 as originally flled

O a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Llisting

O The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawinga, sheetsfigs

O the sequence listing (speciy):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

0 This report has been esiablished as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disciosure as filed, as Indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsafigs

[0 the sequence listing (specily):

O any table(s) related to sequencs listing (specify).

* JIf item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/408 (January 2004)



" INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International appliciition No

2\

N

N PATENTABILITY PCTAB2004/003812

Box No. lll Non-esiablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabliity

1. The questions whether the claimed invention appears 1o be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been axamined in respect of:

D
=

the entire Intemational application,
claime Nos. 14,15

becauss:

the said intemational application, or the said claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an international preliminary examination (specify):

the description, claimes or drawings (indicaie particular elements below) or said claims Nos. are 8o unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify).

the claims, or sald claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful apinion
could be formed.

no Intemational search report has been established for the said claims Nos. 14,15

the nuclectide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumished
. O does not comply with the standard

the computer readable form  [1 has not been fumished
O does not comply with the standard

the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in computer readeble form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details

Form PCTAPEA/408 {January 2004)
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. INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Interational appiication NG

N PATENTABILITY ' PCTAB2004003812

Box No. IV Lack of unliy of invention

1. @ In response to the Invitation to restrict or pay addhional fees, the applicant has:

0O restricted the claims.

O paid additional fees.

O pald additional fees under protest.

£d nelther restricted nor palkd additional fees.

2. O This Authority found that the requirement of unity of invention Is not eomplled with and chose, according to
Rule 68.1, not to invite the applicant to restrict or pay addltional fees.

3. ;hia Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 132 and 13.3

O complied with.
O not compiled with for the following reasons:
4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the intemational application:

O all parts.
@ the parts relating to claims Nos. 1-13 ,

Box No.V Resasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, iInventive step or Industrial
applicabiiity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims
No: Clalms 1,12,13
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Ciaims 1-13
Industrial appilcabllity (IA) Yes: Claims 1-13
No: Cilaims

2. Chations and explanations (Rule 70.7):
see separate shost

Box No. V1 Ceriain documoents cited
1. Certain published documents (Rule 70.10)

and /or
2. Non-written disciosures (Rule 70.9)

see sopamate sheet

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REP RT N PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2004/003812

Be item lli

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicabliity
Claims 14,15 were not searched (see box IV below) and thus no opinion will be given for

these claims.

Be ltem IV

Lack of unity of invention

Claims 1-13 are concemed with the process of preparation of a sterecisomerically
enriched compound of the formula | or |l and sub formulae by the use of a biocatalyst. The
problem underilying this invention is the provision of a process for the enzymatic resolution
of compounds of the various formulae in the ester form (see Scheme 1 of the description
for an example 9-10). Claims 14 and 15 relate to the resolution of the "intermediate”
compound |l into sterecisomerically enriched forms, such that it may be further used to
prepare product compounds which are themselves stereochemically enriched. (see
Scheme 1, compound 3). The solution provided does not require enzymatic resolution, but
rather the use of a chiral non-racemic base. Rule 13 of the PCT requires that for unity to
be present, there must be a technical relationship among those inventions Involving one or
more of the same or corresponding special technical features. For a process claim for the
preparation of (partly) known compounds, the spacial technical feature must be the
process parameters, and as these are not the same for claims 14-15 as for claims 1-13,80
they are not linked to form a single general inventive concept, and consequently unity is
lacking between these two groups of inventions. '

BoltemV
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or Industrial applicabillty;

citations and explanations supporting such statement

The foliowing documents cited in the search report are referred to in this communication;

Form PCT/Separate Sheei/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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. INTERNAT] NAL PRELIMINARY Intemational application No.\
— '"REP RT N PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/1B2004/003812

D1: PETERSEN, MICHAEL ET AL: "Biotechnology in the fine-chemicals industry.

Cyclic amino acids by enantioselective biocatalysis® CHIMIA , 53(12), 608-612

CODEN: CHIMAD; ISSN: 0000-4293, 1998, XP001204977

WO 02/100844 A (AGOURON PHARMACEUTICALS, INC) 18 December 2002

(2002-12-19)

WO 98/27222 A (LONZA AG; SAUTER, MARTIN; VENETZ, DANIEL;

WERBITZKY, OLEG) 25 June 1998 (1998-06-25)

D4: WO 87/33887 A (LONZA AG; SAUTER, MARTIN; VENETZ, DANIEL; HENZEN,
FABIENNE; SCHMIDHALT) 18 September 1987 (1997-08-18)

8

8

With regard to the requirement for novelty (Article 33(2) of the PCT), for the preparation of
compounds of formula | (and IA and IB), D1 discloses in scheme 1 a preparation which
falis under claim 1 and 12 of the present application (see "Aureobacterium sp. strain as th
biocatalyst®). D2 discloses in claim 42 and in the description compounds of the general
formula |, but their preparation is made according to the reference on page 170, which
starts from chiral reactants. D3 discloses a general process which falls under claims 1, 12
and 13 of the present application (see claims, examples and page 18). D4 discloses a
simliar process, but not starting from the esters. Claim 9, directed to the process of
preparation of the compounds of formula Il appears to be novel with respect to formula V
of D4 on account of the use of an ester group. Thus the present application claims 1,12,13
lack novelty with respect to D1 and D3, in that the features of the claims are all disclosed

in these documents.

With regard to the requirement for inventive step (Article 33(3) of the PCT), the problem
underlying the present application appears to have been the provision of a process for the
preparation of compounds of the formulae | and |l in sterecisomerically enriched form. The
solution provided by the application is the reaction of the ester with a biocatalyst. As D1
discusses specifically in scheme 1 and generally in other schemes such transformations, .
and D3 and D4 also disclose such processes, it is not clear wherein an inventive step
could lie, as it is known that a good ee can be obtained. Furthermore, D1 implies that the
role of the solvent is important, and that certain acylases do not accept derivatives without
a free carboxy group, such that it is queried whether the process as described in claim 1
would be able to provide the desired enrichment in all cases. Article 33(3) of the PCT is

thus not yet satisfied for claims 1-13.

Form PCT/Separaie Sheet/408 (Shest 2) (EPO-January 2004)
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(SEPARATE SHEET) PCT/1B2004/003812

Be tem V1
Certaln documents cited

YAZBECK D R ET AL: "Challenges In the development of an efficient enzymatic process in
the pharmaceutical industry” TETRAHEDRON: ASYMMETRY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL, vol. 15, no. 18, 20 September 2004 (2004-09-20),
pages 2757-2763, XP004575045 ISSN: 0957-4166

Form PCT/Separate Sheet/400 (Shest 3) (EPO-January 2004)
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PCT/IB3004/003812 22/11/2004 04/12/2003
Applicam
PPISER INC.
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cited in the application

"CHIMIA , 53(12), 668-612 CODEN: CHIMAD:
ISSN: 0009-4293, 1999, XP0D1204977
see scheme 1, and pages 609-616

WO 62/106844 A (AGOURON PHARMACEUTICALS, -
INC) 19 December 2062 (2682-12-19) = '@ =™

see claim 42, page 61, example 169A,
general method A, page 82, page 176
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YAZBECK D R ET AL: "Challenges in the
development of an efficient enzymatic
process in the pharmaceutical industry®
TETRAHEDRON: ASYMMETRY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL,

vol. 15, -no. 18,

20 September 2004 (2004-69-28), pages
2757-2763, XP004575645

1SSN: 0957-4166

the whole document

WO 98/27222 A (LONZA AG; SAUTER, MARTIN:
VENETZ, DANIEL; WERBITZKY, OLEG

25 June 1998 (1998-66-25)

see claims, examples and page 18

WO 97733987 A (LONZA AG; SAUTER, MARTIN;
VENETZ, DANIEL; HENZEN, FABIENNE;

SCHMIDHALT) 18 September 1997 (1997-89-18)

see formula I, examples and claims, and
formulae V,Vi and VIl

1-13

1,12,13

1-13
1-13
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Boxll Obssrvations where certaln claims were found unsearchabie (Continuation of ltem 2 of first sheet)
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L8 D Claimy Nos.:
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Bax il Observations where unity of invention ls lacking {Continuation of lterm 3 of 1irst shee?)

This intemational Searching Authorky found muttiple invertions in this Inemationsl spplication, a3 loliows:

see additional sheet

1. D As all required sckitional search foos ware fimely pald by the spplicant, this iniemational Ssarch Report covers al

An b soarchtin chira could e searched it sk acktoral fos, this i not invise
deWm cou jetyingan fes, this Authority.cid not Invite payment

:
:
;
i
E
|

foes the spplicant, this intemationsl Report
wﬂﬂuﬂmumummm#.zm Somch

D The additions] ssarch fess wene sc:ompanied by the sppiicant’s protest.
D No protest sccompanied the psymant of addkional sesrch fess.

Form PCTABA/210 {contimmition of first shewt (2)) {January 2004)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 219

This International Searching Authoritg-r found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-13

Prcoess for the preparation of stereoisamerically enriched
. compounds of fornula 1,IA,1B ,II and IJA by treatment of the
compound wherein R6 1s not N with biocatalyst.

2. claims: 14-15 _
Resolution of a compound of the formula _ll
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A 2274896 Al 25-06-1998
a 9982131 A3 17-11-1999
) 9827222 Al . 25-66-1998
EP 0944738 Al 29-89-1999
P 20601566560 T 22:65-2001
WO 9733987 A 18-69-1997 AU 2155797 A 61-16-1997
CA 2245543 Al 18-89-1997
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-Ropresantacién grifica y fotogrifica dsl Disefio Industrial o musstra
del Matertal que Incorpor of disefic.

~GComprobante de Pago. de las tasas establecidas.

COMPLETA () INCOMPLETA ( )

ESQUEMADETRAZADO ( )

-Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial.
-Dstos de identificacin del solicitante o de la persona que 0
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presenta Ia sollcitud. (")

-Representacién grifica del Esquema Trazado, ()

-Comprobants de Pago de las tasss establecidss. ()
4

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ( )

Firma Responsable:
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio 181
2020

Bogota D.C.,

Doctor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado{a) y/c Representante de
PFIZER INMC.

REFERENCIA Radicacién No. 06 52853
Bolicitud internacional IB2004/003812
Fecha inicio fase nacional 04/07/2006

Trimite 11
Evento 379
Actuacldn 416
Oficio Ro. 1273
Folios 1

Tenlendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patemte que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Declsién 486 de la Comisién de la Comumidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto da la solicitud a la Oficina de
Comnicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propledad Industrial.

Climplase
Dado en Bogotd DC,

Jefe de la diyisiétn de Nuevas Creacliones

adpall



