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: @ Nombre: PFIZER INC IDENTIFICACION
I
| € LICITANTE Direccién: 235 East 42"° Street, New York, NY C.C. NIT
! (71) 10017 E.U.A.
' Nacionalidad o Domicllio: ESTADOUNIDENSE C.E. Otro
Lugar de Constitucién: Delaware, Estados
| Unidos de América. Cual

| Teléfono: Fax: 3
' E-mail: Namero
L
. IDENTIFICACION
t @ Nombre: CARLOS R. OLARTE

B} c.C.| x | NIT

{ Direcclién: World Trade Center Torre A,
| by T !t Calle 100 No. 8A-37 Piso 10 cel ]otro

| Teléfono: 601-7700 Fax: _601-7799 Cual
\ E-mail: office@olarteraisbeck.com NGmero 79-732-7_4-7_65
' TP 74.295 "
.' @ Nombre: _VER PAGINA ADJUNTA
' Direcclén: VER PAGINA ADJUNTA
' INVENTOR (ES

(72) (ES) Nacionalidad o Domicilio: _VER PAGINA ADJUNTA
. @ PCT (86)
i Sclicitud Internacional No. PCT/IB2005/002839 Fecha _Agosto 15, 2005
|
; ' Publicacién Internacional No. WO 2006/021885 Fecha Marzo 2,2006
I
- ®' Titulo (54)_BIOTRANSFORMACION ENETIOSELECTIVA PARA LA PREPARACION DE
AINTERMEDIOS DE INHIBIDORES DE LA PROTEINA TIROSINA QUINASA

Claslflcaclén Internacional (51) C12P 7/22: C12P 41/00; C07C 33/45//A6 | K&’\hﬂf{
|

_ A6 1¥35/00
[ (33) Pais de Ongen Il (32) Fecha [i (31) Numero de Solicitud
Prioridad us _Agosto 26, 2004 60/605.118
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! @ Comprobante de pago No._07-13.367 Fecha Febrero 13, 2007




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

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el sohctante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Ver Expediente 06-051.757. Adjunto Copia Simpte
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. {(Resumen, descnpcidn, reivindicaciones, dibujos).

Traduceidén de la solictud internacional al castellano. (Resumen, descripaidn, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Prehminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autonzacidn de uso de conocmientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.
Arte final 12 x 12,
De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero

por el mismo titular 0 su causante, relacionadas parcial o totalmente con fa invencidn de esta
sohicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional
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NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE

Solicito la concesidn de la patente,

FIRMA: — -
C.C._79.782.747 Bta T.P. _74.295

Instrucciones para el dihgenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




LISTA DE INVENTORES PCT/IB2005/002839

1. PEI-PEI KUNG

10770 Science Center Drive,
San Diego, California 92121
Estados Unidos de América
Nacionalidad Estadounidense

2 CARLOS ALBERTO MARTINEZ
10770 Science Center Drive,

San Diego, California 92121

Estados Unidos de América

Nacicnalidad' Colombiana

3. JUNHUA TAO
10770 Science Center Drive,
San Diego, California 92121
Estados Unidos de América
Nacionalidad: China
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Traduccidn oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia des Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACIOM DF
PFIZER IRC.

Bilinghe “rplés- espaiiol otorgaco en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julio

@0
T
B
O

de 2003 v firmade por J. Trevor Lumb, Vicepresidente de Pfizer Preductis

ne
D

CERTIFICACION NOTARIAL

Bilingilie ingtés- espafiol, 1 14 dz julio de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb, domiciliado en Nueva York ejercia
funciones de Asistente General Consejero de Patentes la Compania PFizer Inc., con
sede en Nueva York, Nueva York, Estados Unidos.
Firma del notario: Kenneth Greenwood
Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en 1a Localidad de Egham
en Surrey, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engail & Freemqp
Sello Notario Piblico en alto rédlieve rojo.

APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETASA E IRLANDA DEL NORTE
1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento Piblico

2. ha sido firmade por K. Greenwood
3. ejerce funciones de Notario Pdblico
4, Lleva el sello de dicho Notario Piblico
CERTIFICADG
5. En Londres 6. E1 17 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos

exteriores y de: 1a mancomunidad
8. No. G210434
Sello del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de la mancomunidad
10. Firma de R. Bawden - Por Secretaric de Estado

§i el documento se usa en ur pais que no es parte de )2 convencifn de 1a Hays del 5 de octohre 1861, debe
presentarse en seccidn coasular de fa misidn que representa el pais.

Es traduccin fiel del inglés, con copia archive para cenfrontacidn, Bogotd 25 de ju)io-2003, Marleppeirg C (\_.
MARLEHM

Traductor e Intérprete Ohcral
Inglés - Espafiol - Inglés
Reao!ucsén No 2117 del 7 (4 1005



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIER!. L.TDA,
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
Tl oo N0, DASEPISO 10
BogoTa, CoLomaia
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Teieeuone 2571 8360200
Fax +57-1 6386201

www olarterarsbeck.com

Power of Attorney Foder
The undersigned, El suscrito,
Pfizer Inc.
domiciled m dormmcitiado en

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

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana

Maria Frieri full and sufficient Power of
Attomey to file, prosecute, obtamn, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end 1t empowers
them to take all steps necessary before any
admimstrabive or judicial authonity of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, rephes
and oppositions, pay taxes and annuhes, request
testimomues, receive documents and securihes,
abandon apphications and collect refunds. Sufficient
power 15 hereby granted to recerve notifications on
behalf of the Company, 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 demnands that may be presented int
connection with the objects stated, grviog them
hkewise power to substitute these presents and
revoke such substitutions

por medio del presente otorga a Carlos R,
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frieri poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tranmtar, obtener, defender y hacer
respetar todas y cualquicra de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Industriales de la
compafiia en la Repriblica de Colombia, a cuyo
efecto los faculia para dar todos los pasos
necesanos ante cualquier autondad admmistrativa
o yudheal de cualgwer jerarquin para cumply con
1o encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respuestas y oposiciones, pagar tmpuestos y
amualidades, sohicitar testmonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compaiiia, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a 1a compaflfe yudicial
y extrajudicialmente, responder en juicio & todas
Ias reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dédndoles
asimismo facultad para sustituir el presente y
revocar dichas sustituciones

; Signature/Firma: w M ]

Date/Fecha: July 14, 2003

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




OLARTERAISBECK

. QOLARTE RAISBECK & FRIER!, LTDA.
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Notarial Certification

On thus date,
July 15, 2003
The undersigned Notary Public certifies:

| That of » Dol Lo

Certificacion Notarial
En esta fecha,

¢! Notario Pibhco suscnto certifica.

1. Que

J. Trevor Lumb

of legal age :\:}dcrmcﬂcd n
L.

mayor de edad y domciliado

Tl , AIA  New York

signed the foregoing document.

2. That the grantor has exccuted the foregomng
document as Assistant General Patent Counsel
of Pfizer Inc.

* 3, ThatPfizer Inc.,
having 1ts principal place of business located in
New York, New York, U.S.A.
is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney 15
granted are within the scope of 1S corporate

purposes.

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

5 The foundation for my certifications contamed in
points 2, 3 and 4 was the eximbinon of the followng
authentic document(s)

NOTARY PUBLIC (Signature):

suscribid el documento que antecede,

2, Que ¢l otorgante ha suscrito el refendo
documento en su cardcter de

de

4
4, Que

con sede principal ubicada en

esti legalmente constituida, que tene existencia
legal vigente y que los propdsttos para los cuales
se otorga el poder se encuentra dentro de los que
comprenden su objeto social.

4. Que el otorgante tiene la representacién para
suscnibir el poder, y que ésta es legittma.

5. El fundamento de mms. certificaciones
contemdas en los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicién
de los (del) siguiente(s) documento(s) anténhco(s):




APOSTILLE
{Hague Convenbon of 5 October 1941 / Convention de La Heye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1 Country Umied Kingdom of Grest Britain end Northem Ireland
Pays Roymume-Uni de Grande-Bretagne et d*Irlande du Nord
Tius public document / Le présent acte public

2 Has been signed by K Greenwood
a cté signé par

3. Actng nthe capacityof Notary Public
- agissant en qualité de

4  DBears the sealfstempof  The Sald Notary Publlc
est revitu du sceau/umbre de

Certified/Atteste
5 s London/t Londres 6 thtfle 17 July 2003

7 by Her Majesty's Principal Secrctary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
per [ Scerctaire d'Etat Pnincipal de Sa Meyesté aix Affares Etramgires et du Commonwealth

8  Numbessous No G210434

9 Stamp 10 Signatire R, Bawden

thw;&nrh-rkmd'ﬁu
*

1f this document 15 to be uged m a country which 15 not party to the Hague Conventson of 5 October 1961,
1t should be presented to the consular secuon of the mission representing that cotontry



Sépase que Yo, STEPHEN DAVID FINN, de 31 Amersham Hill Drive
Hight Wycombe Buckinghamshire Reino Unido un Notario Publico

debidamente autorizado.

CERTIFICO UNICAMENTE QUE EL DOCUMENTO ANEXADO AL
PRESENTE LLAMADO:

CESION, firmada por PEI PEI KUNG Y CARLOS ALBERTO MARTINEZ Y
JUNHUA TAO

Ha sido presentado ante mi por los Servicios Consulares de Blair en
nombre de Pfizer con base en un documento original con firmas

debidamente autenticas.

Firmado y sellado en 31 Amersham Hill Drive segin lo dicho

anteriormente, el dia de hoy 8 de diciembre de 2006.

[Firmado y sellado]

STEPHEN FINN
Notario Publico



Apostilla
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais: Remno Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
2. Este documento pablico ha sido firmado por: Stephen David Finn
3. obrando en su condicién de Notario Publico
4, lleva el sello/estampilla de dicho Notario Pablico
Certificado
S. en Londres 6. el 11 de diciembre de 2006
7. por: Secretario Principal de Estado de su Majestad para Asuntos
Extranjeros
8. No. H227048
9. Sello / Estampilla 10. Firma: Chnstopher Jones
[Sellado] [Firmado] (por el Secretario de

Estado)



PC 32262A
CO-1
CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER INC,
sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de Delaware,
Estados Unidos de Aménca, cuya direccion postal completa es 235 East
42nd Street, New York, New York 10017, Estados Unidos de América,
por el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER INC, todo
nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro invento de una
nueva y util mejora en BIOTRANSFORMACION ENANTIOSELECTIVA
PARA LA PREPARACION DE INTERMEDIOS DE INHIBIDORES DE LA
PROTEINA TIROSINA QUINASA, en cuanto respecta a la Republica de
Colombuia, tal como se indica y describe plenamente en la especificacion
y por el presente autorizamos y solicitamos al Comisionado de Patentes
de Colombia expedir dicha patente a nombre de la citada PFIZER INC.,

de conformidad con esta Cesion.,

En fe de lo cual, firmamos de nuestro puiio y letra,

San Diego, CA, 09 de mayo de 2005, (Fdo} Pei-Pei KUNG
Lugar fecha y firma - Pei-Pei KUNG

San Diego, CA, 06 de mayo de 2005, (Fdo) Carlos Alberto MARTINEZ
Lugar fecha y firma - Carlos Alberto MARTINEZ

San Diego, CA, 06 de mavo de 2005, (Fdo) Junhua TAO
Lugar fecha y firma - Junhua TAO

\O



BE IT KNOWN that 1, STEPHEN DAVID FINN of 31 Amersham Hill Drive
High Wycombe Buckinghamshire United Kingdom a duly authorised Notary
Public

CERTIFY ONLY that the document annexed hereto, namely:

ASSIGNMENT signed by PEI PEI KUNG and CARLOS ALBERTO
MARTINEZ and JUNHUA TAO

has been presented before me by Blair Consular Services on behalf of Pfizer
on the basis that it is an authentic duly signed original document

SIGNED and sealed at 31 Amersham Hill Drive aforesaid on 8% December

8

N

Stephen Finn
Notary Public

SI9S
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APOSTH.LE
(1 Lague Convention w3 Octuber 196) 7 Convention de 1.a Haye du § ociobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN ANI) NORTHERN IRELAND

Country: Linited Kingdom ol Great Britain and Northern Ircland
Pays: Roysume-Uni de Grande-Nretagne o d’irlande du Nond

This public document / Le présent octe public

2. Has been signed hy Stephen David Finn
a & xipné par

3. Acting in the capacity of  Notary Public
sgiazant en qualiid de

4. Bowr the seal/stamp of  The Sald Notary Public
cat revitu du scesuftimbre de

Certifiel/Attesté
5. o London/h Londns 6. thle 11 December 2006

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of Sixte for Foreign and Commonwealth Aflhirs /
par le Secrétaire d'Etat Principal de Sa Majexté aux AfTuires Etrangéres et du Commonwealth.

. Number/sous No H227048

9. Smmp: 10. Signature:  Christopher Joses

—S

Far the Secreery of Siute / Pour i Satisaire o Ext

If this docrurnent fs tw be naed in 5 country which Is not party to the Hagur Convention of 8 Ortober
1961, It should be preseated to the conaniar section of the mission representing that eomntry. An
spostille or legalipation certificate only confirms that the signature, scal or stamp on the documnent is
genuine. It does not mean that the contents of the document are cormect or that the Foreign &
Commonwealth Office approws of the contents.



PC32262A

‘ ’ CO-1
ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER INC, a corporation orgamized under the laws of the State
of Delaware, United States of America whose full pest office address 13 235 East 42nd Street, New York,
New York 10017, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the saxd PFIZER INC., all
my (our) right, title and interest m and to my (our) invention for a new and useful Improvement m
ENANTIOSELECTIVE BIOTRANSFORMATION FOR PREPARATION OF PROTEIN TYROSINE
KINASE INHIBITOR INTERMEDIATES so far as the Republic of Colombia 1s concerned, as fully set forth
and described in the specification, and I (we) do hereby authonze and request the Commussioner of Patents of

Colombia to 1ssue said patent to the said PFIZER INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof 1 (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

Sa\q DI‘Q,% ) Cﬁ' mﬁ..‘.t Q'dd, 2ga § 'v\/\/
Place, date and glgnature - Pes-Pei KUNG -
P T R O

Place, date and signature - Carlos Alberto MARTINEZ

San Dieps  fix  Meygu 2e0f™ ol S
Place, date and sifbature - Junhua TAQ ' 4




(5

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

A
(19) World Intellectual Property Organization
Interational Burean

(43) International Publication Date
2 March 2006 (02.03.2006)

a

{4 1 s

D0 0 A R A

(10) International Publication Number

WO 2006/021885 Al

(51) International Patent Classification:
CI2P 7/22 (2006 01) CI2P 41/60 (2006.01)
CO7C 33/46 (2006.01)

(21) Internatlonal Application Number:
PCT/IB2005/002839

(22) International Filing Date: 15 August 2005 (15 08.2005)

(25) Flling Language: English
(26) Publication Language: English
(30) Priority Data:

60/605,118 26 August 2004 (26.08 2004) US

(71) Applicant (for all designated States except US): PFIZER
INC. [US/US], 235 East 42nd Street, New York, NY 10017
(US).

(72) Inventors: and

(75) Inventors/Applicants (for US only): KUNG, Pel-Pel
[US/US]; Pfizer Global Research and Development,
10770 Science Center Drive, San Diego, CA 92121 (US)
MARTINEZ, Carlos, Alberto {CO/US]; Pfizer Global
Research and Development, 10770 Science Center Drive,
San Diego, CA 92121 (US) TAO, Junhus [CN/US],
Pfizer Global Research and Development, 10770 Science
Center Drive, San Diego, CA 92121 (US)

885 A1 |10 00 000

(74) Agents: FULLER, Grover, F,, Jr. et el; Pfizer Inc., 201
Tabor Road, Moms Plains, NJ 07950 (US)

{81) ted States (unless otherwise indicated, for every
of national protection available): AE, AG, AL, AM,
,BA,BB, BG, BR, BW,BY, BZ, CA,CH, CN,
CO, CR, ¢U, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI,
GE, GH, GM, HR, HU, ID, 11, IN, 1S, IP, KE,
,KP, KR, KZ, LC,LK,LR, LS, LT, LU, LV, MA,
. MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, N1, NO,NZ,
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, 8D, SE, 8G, SK, SL,
SM, 8Y, T], TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW

(84) Designated States (unless otherwise imndicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, TZ, UG, 7M,
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T], TM),
Buropean {AT, BE, BG, CH, CY,CZ, DE, DK, EE, ES, F1,
FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL,, PL, PT,
RO, SE, 51, SK, TR), OAPI (BF, B], CF, CG, CL, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG)

Published:
with international search report

For two-leiter codes and other abbrevianons, refer to the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations”™ appeaning at the begin-
ning of each regular 15sue of the PCT Gazette

e

02

HIBITOR INTERMEDIATES

(54) Title: ENANTIOSELECTIVE BIOTRANSFORMATION FOR PREFARATION OF PROTEIN TYROSINE KINASE IN-

&= (57) Abstract: The invention relates to biocatalyise methods for preparing enantiomerically pure sterecisomers of 1-(2,6-dichloro-3-
& flucrophenyljethanol Disclosed are methods of preparation of the desired (S)-enanuomer, which methods are based on a combina-
tion of enzymatie resolution, chemical estenficabhon and chemical hydrolysis with inversion of 1+(2,6-diwchloro-3-fluorophenyl)ethyl
o esters or stereoselechve bio-reduction of 2,6-dichloro-3-fluoro-acetophenone with a biocatalyst such as an enzyme or a mcroor-
ganism The chiral (§)-enantomer can be used 1n the synthesis of certatn enantiomencally enriched, ether linked 2-aminopyndine

compounds that potently :nhibit auto-phosphorylation of human he

plocyte growth factor receptor.
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WO 2006/021885 PCT/IB2005/002839

.1-

ENANTIOSELECTIVE BIOTRANSFORMATION FOR PREPARATION OF PROTEIN TYROSINE
KINASE INHIBITOR INTERMEDIATES

Fle the |
This Invention relates to methods for preparing enantiomerically pure sterecisomers of 1-{2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol that are useful intermediates in the synthesis of enantiomerically enriched, ether
linked 2-aminopyridine analogues that potently inhibit auto-phoaphorylation of human hepatocyte growth
factor receptor and therefore may be useful in the treatment of cancer and other hyperprolferative
disorders.
Background of the inventlon

Strategles to obtaln a single enantiomer of a compound have become Imporiant in drug discovery

because often one enantiomer is an effective drug while the other enantiomer has undesirable blological
activity, Ideally, an asymmetric synthesls is designed to produce only the desired enantlomer.
Unfortunately, more often than not, an asymmetnc synthesis cannot be designed or Is prohbitively
exponsiva.

Although 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyljethanone was enantioselectivaly reduced to (1A)-(2,6-
dichloro-3-fluorophenyl)ethanol with an enantiomeric purity of 86% enantiomeric excess (ee) using a
reducing agent prepared from sodium borghydride, trimethylsilyl chloride and a catalytic amount of (S)-
a,a-diphenyipymrolidinemethanol {Jiang et al. Tefrehedron Leit., 2000, val. 41, pp. 1‘0201 =10283), there is
no avallable chemical synthesis for producing (1S)-(2,8-dichloro-3-fluorophaenyl)ethanol, which Is an
Intermediate in the synthesis of carlaln ehantiornerically enriched, ether inked 2-amincpyridine analogues
that potently inhibit auto-phosphorylation of human heptocyte growth factor receptor (HGFR or c-MET).
Examples of c-MET (HGFR) inhibitors, their synthesls and use, can be found in U.S. Patent Application
Serial No. 10/786,610, entitled "Aminoheteroaryl Compounds as Protein Kinase Inhibitors®, filed February
26, 2004, and corresponding international application PCTAUS2004/005495 of the same titie, fllod
February 28, 2004, the disclosures of which are incorporated herein by reference in their entireties.

Our atiempts to prepare (15)-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol with adequate enantiomeric
purity by chiral reduction of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyt)ethanone using different chemicai reagents, for
example, (A)-2-methyl-CBS-oxazoboralldine/BHa-dimethylsutide complex (BMS) (J. Am. Chem. Soc.
1987, vol. 109, pp. 7925), sodlum borohydride, trimethyisilyl chloride and & catalytic amount of (S)-o,a-
diphenylpyrrolidinemethanol (Jlang et al. Tetrahedron Lett, 2000, vol. 41, pp. 10281-10283);
oxazaborolidine/BHy-dimethyisulfide complex (BMS) (J. Org. Chem. 1993, vol. 58, pp. 2880); and (-)-B-
chiorodlisopinocamphenylborane (DIP-C)) { Tetrshedron Left. 1997, vol. 38, pp. 2641), were unsuccessful.

It is known that enantiomarically pure alcohols can be produced by stereoselective reduction
using biocatalysts such as enzymes or microorganisms. For example, phenylacetaldehyde reductase
from Corynebacterium strain ST-10 has a broad substrate range and reduces vanous prochiral aromatic
ketones and p-ketoesters 10 yleld optically active secondary alcohols with an enantlomeric punty of more
than 88% enantiomeric excess (ee). Itoh et al., Eur. J. Biochem., 2002, v. 269, pp. 2384-2402. According
to a revisw on recent devalopmenis in the asymmetric reduction of ketones with biccatalysts, for example,
for the reduction of ethyl 2-methyl-3-oxobuytanoate, Kiebsellia pneumoniae IFO 3319 out of 450 bacterial
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strains was found to give the comesponding (2R,35)-hydroxy ester with >89% ee. K. Nakamura et al.
Tetrahedrom. Asymmetry, 2003, vol. 14, pp. 2856-2681. U.5. Patent No. 5,310,668 discloses a
Rhodotorula rubra strain, which reduces pentoxifyline to 100% to give the S-alcohol. U.S. Patent No.
6,451,587 provides microblaf asymmatric reduction processes for preparing the alcohol (R)-2-chloro-1-[6-
(2,5-dimethyl-pyrrol-1-yl)-pyridin-3-yi]-ethanol from the ketone 2-chloro-1-[6-{2,5-dimethyi-pyrrol-1-yl)-
pyridin-3-yl]-ethanone. U.S. Patent Nos. 6,842,387 and 6,515,134 disclose preparation of certain optically
active hydroxyethy! pyridine derivatives using microbial reduction. U.S. Patent No. 5,381,485 discloses
the stereoselsctive reduction of certain keto-contamning sulfonamide compounds to0 form the
corresponding hydroxyl group-conlaining compounds ulllizing a microorganism or an anzyme capable of
catalyzing the reduction. Whole csli blocatalysts were used for reducing 3,4-dichlorophenacyichloride to
give the (A)- or (S)-chlorohydrine In high yields and good to high ee. Barbleri at al. Tetrahedron:
Asymmetry, 1999, vol. 10, pp. 3931-3937. Nonracemic 1-phenylethylaicohol of A and S configuration and
of high enantiomeric purity was obtained by blo-reduction of acetophenone in nonagueous environment —
anhydrous hexane. Zymanczyk-Duda et al., Enzyme Microbiol. Technol,, 2004, vol. 34, pp. 578-582. WO
02/077258 dascribes preparation of cartain (S)-1-(2,4-substituted-phenyl)ethanol derivatives by microbial
reduction. However, the stereoselactiva microblal and enzymatic reduction of 1-(26-dichloro-3-
fiuorophenyl)ethanone has been unknown.

Alternatively, the mixture of enantiomers can be separated. However, mixtures of enantiomers
are difficult, and often Impossible, to separate because the physical propertes of the enantiomers are
identical towards achiral subsiances and can only be distinguished by their behavior towards other chiral
substances. Chromatographic methods using a chiral solid phase have been utilized to separale
enantiomaric mixtures, but chiral solid supports are expensiva and, typlcally, the resolution Is poor.

An alternative method of separating enantiomeric mixtures is by reacting them with a chiral
reagent. In this procedurse, the mixture of enantiomers react with the chiral reagent to form diastereomers
which are distinguishable from each other on the basis of therr properties towards achiral substances, and
therefore, can be separated by techniques such as recrystallization or chromatography. This process s
tme consuming and results in loss of yield because it requires two additional reaction steps (l.e., one
reaction to add the chiral auxillary o the enantiomers and another reaction to remove R after the
diasteriomers have been separated}.

In some instances, a chiral reagent will react much faster with one enantiomer than with the other
enantiomer in the enantiomeric mixture. In this case, the enantiomer which reacts fastar can be removed
before the other enantiomer Is formed. This method also nacessitaies two additional reaction steps to add
the chiral auxiliary and to remove it after the separation.

The methods described above cannot always be appliad successhully to a particular system, and
when they can be applied, they are often expensive, time consuming and result in loes of yield.
Therefore, the need exists for new methods of obtaining a single enantiomer from an enantiomaric
mixture.

it is known that chiral resolution of compounds can be achieved by using enzymes, such as
esterases, lipases, and proteases or microrganisms. For example, U.S. Patent No. 6,703,386 describes
chiral resolution of a racemic mixtura of nucleoside enantiomers basad on enzymatic hydrolysis of C5'-
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nucleoside esters. U.S. Patent No. 6,638,758 describes the enzymatic resolution of racemic esters of
lactams using a blocatalyst, such as an enzyme or a microorganism. U.S. Patent No. 5,928,933 discloses
an enzyme with an enantiomeric excess vaiue of 95% for N-(alkoxycarbonyl)-4-kato-D,L-proline alky!
esters as a result of axtensive experiments for reaction spedificlty of 44 enzymes, including proteases,
lipases and esterases. Preparation of certaln optically active secondary alcohols by combination of
enzymatic hydrolysls and chemical transformation Is described, for example, in Danda et al., Tetrahedron,
1091, vol. 47, pp. B701-8718; Vanitinen et al. Tetrahedron:Asyrnmetry, 1995, vol. 8, pp. 1779-1788; and
Liu et al., Chirality, 2002, vol. 14, pp. 25-27.

Although blocatalysts are very useful for the separation of enantiomeric mixtures, because the
seloctivity for enantiomers and the optical purity of products may vary depending on the choice of an

enzyme or microorganism and the chemical structures of substrates, Intensive offorte are required to find -

combinations of biocalalysts sultable for substrates. Especially, nowhere Is found a method for
separating enantiomeric 1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethancl esters using a blocatalyst,

Summa Invantio

Methods are provided for preparing enantiomerically pure sterecisomers of 1-(2,8-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanal. .

In one embodiment, the present Invention provides (1S)-1-(2,8-dichloro-3-flucrophenyl)ethano!
that 1s at least 70 % free of (1R)-1-(2,6-dichioro-3-flucrophenyl)ethanocl; preferably at least 80 % {ree of
(1R)-1-(2,8-dichloro-3-flucrophenyi)athanol; more preferably at least 90 % free of (1A)-1-(2,68-chchloro-3-
flucrophenyl)ethanol; and most preferably at least 85 % free of (1A)-1{26-dichloro-3-
flucrophenyl)ethanol.

In another embodiment, the present invention provides a method of separating enantiomeric 1-
(2,6-dichioro-3-fiuorophenyi)ethanol esters of formula (I):

PN

CH,

F
wherein R 1s hydrogen, C, -Cyg -alkyl, C, -C; -cycloalkyl, Cg -Cy4 -aryl, C; -Cy5 -arylalkyl, C, -Cx -alkoxy, or
Ci-Cy -alkylamino, wherein sald hydrocarbon radicals can optionally be monosubstiiuted or
polysubstituted with hydroxyl, formyl, oxy, C;-Cy -alkoxy, carboxy, mercapto, sulpho, aming, C-Cg -
alkylamino, nitro or halogen,

the method comprising the steps of:

contacting the 1-(2,6-dichioro-3-fiucrophenyl)ethanol esters of formula (1) with a biocatalyst in an
aqueous solution, an organic solvent, or a mixture of organic and aqueous solvents wherein only one
enantiomer s selectively hydrolyzed to give an optically active Isomer of 1-(2,6-dichloro-3-

|6



10

15

20

35

WO 2006/021885 PCT/1B2005/002839

4

fiuorophenyi)ethanol and an unreacted optically active isomer of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl}ethancl
ester, and

separaling the optically active isomer of 1-(2,6-dichioro-3-fluoraphenyijethanoi from the unreacted
optically active 1-(2,6-dichloro-3-flucraphenyf)ethanol ester.

in yet another embodiment, the present invention provides a method for preparing (15)-1-(2,6-
dichloro-3-fluorophenyijethanol comprising the steps of:

coniacting & mixture of enantiomeric 1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol esters of formula (1):
Q

- | PR

CH,

wherein R Is hydrogen, C, -Cyg -aikyl, Cy -Cy -cycloalkyl, Cs -Cy4 -aryl, C; -Cy -arylaikyi, C, -Cog—alkoxy or
C-Cx -alkylamino, wherein sald hydrocarbon radicals can optionally be monosubsiiiuted or
polysubstituted with hydroxyl, formyl, oxy, C,-Cy -alkoxy, carboxy, mercapto, sulpho, amino, Cy-Cg —
alkylamino, nitro or halogen, ’

with a biocatalyst in an aqueous solution, an organic solvent, or a mixture of organic and aqueocus
solvents wherein only (R)-enantiomer is selectively hytrolyzed to glve a mixiure of (1A)-1-(2,6-dichioro-3-
fiuorophenyf)ethanol and a (15)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol ester; and

converting the mixiure of (1A)-1-(2,6-dichioro-3-fluorophenyl)ethanol and the {15)-1-(2,6-dichloro-
3-flucrophenyi)ethanol ester to (1S)-1-(2,8-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol.

Other specific embodiments of this method include those wherein the converting step comprises:

a) reacting (1A)-1-(2,6-dichioro-3-fluorophenyl)ethanol in the mixture of (1 A)-1-(2,6-dichloro-
3-fluorophenyl)ethancl and the (15)-1-{2,6-dichioro-3-fluorophenyijethanol ester with an organic sulfonyl
halide In an aprotic solvent to form a mixture of an organic sulfonic acld ester of {1R)-1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol and the (15)-1-(2,6-drchloro-3-fluorophenyl)athanol ester; )

b) further reacting the organic sulfonic acld ester of (1A)-1-(2,6-dichloro-3-
fiuorophenyl)ethanol in the mixture of the organic sulfonic acid ester of (1A)-1-(2,6-dichloro-3-
fiuorophenyl)athanol and the (1S5)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyljethanol ester with an alkali metal salt of
an aliphatic carboxylic acid In an aprotic solvent to form a mixture of an aliphatic carboxylic acid ester of
(15)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol and the (15)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol ester; and

c) transforming the mixture of the allphatic carboxylic acid ester of (15)-1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol and the (1S5)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyljethano! ester into (15)-1-(2,6-dichloro-3-
fiuorophenyi)ethanol,

Yet other specfic embodiments of the method include those wherein:

R is methyl;

the biocatalyst is plg liver esterase;
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in the reacting step a) the organic sulfonyl halide s methanesulfonyl chioride and the aprotic
solvent Is pyridine;

In the reacting step b) the alkall metal salt of the aliphatic carboxylic acid is potassium acetate and
the aprotic solvent is dimethyliormamide;

the transforming step ¢} is solvolysis in an alcoholic or aguaeous solvent in the presence of a basic
substance.

Yet other specific embodiments of this method include those comprising the step of selecting the
biccatalyst through a high throughput sr:reening process pnor to the contacling step.

in another embodiment, the prasent invention provides a method for preparing an optically aclive
isomer of 1-(2,6-dichioro-3-flucrophenyl)ethanol comprising the step of reducing 1-(2,8-dichloro-3-
fluorophanyl)ethanone by a blocatalyst in an enantioselective manner to give the optically active isomer of
1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyi)ethanol.

Other spetific embodiments of the method include those comprising the step of selecling the
biocatalyst through a high throughput screening process prior 1o the contacting step.

Other specific embodiments of the method include those whereln:

the biocatalyst Is horse Iwver alcohol dehydrogenase or a microorganiem of the genus
Rhodotorula.

Definitions

The term "blocatalyst,” as used herein, refers to an enzyme or a microorganism.

The activities of the enzymes usaed in this invention are expressed in "uniis”". Units are defined as
the rate of hydrolysis of p-nitrophenyl proplonate as expressed in pmolmin at room temperature.

The term “biotransformation,” as used herein, refers to conversion of a substance Into other
compounds employing &n enzyme or microorganism.,

The term “bloreduction,” as used herain, refers to a process in which electrons are added to an
atom or lon (as by adding hydrogen or removing oxygen) employing an enzyme or microorganism; which
process always occurs accompanied by oxidation of the reducing agent.

The term "co-factor” or “co-enzyme” means a substance, which activates an enzyme or is
necessary for normal activity of an enzyme. The term "co-factor® or “co-enzyme” as used herein, refers to
any sultable co-factor or co-enzyme comprising the enzyme reduction system such as, for example,
NADH, NADPH, FADH, FMNH, and/or PQQ or any suitable co-factor or co-enzyme, which occurs with the
enzyme in the microorganiam,

The term *snzyme" includes those enzymes which are known or ctherwise oblainable by those
skilled n the relevant art and able to accomplish the stereoselective reactions disclosed in the present
invention.

The term "enzyme reduction system” means a suitable oxidoreductase enzyme and the reduced
form of a co-factor for the oxidoreductase enzyme. The enzyme comprising the enzyme reduction system
may be in either free or iImmobllized form, e.g.. in a column or attached 1o a bead.

(8
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5 The term “enzymatic resolution,”" °enzymatic process’, "enzymatic method" or "enzymatic
reaction” denotes a resolution, process, method or reaction of the present invention employing an enzyme
of microorganism.

The term ‘resolution® danoles partial, as well as, preferably, complete separation of the
enantiomers of a racemic form. :
10 The term “stereoselective hydrolysis® refers to the preferential hydrolysis of one enantiomer
relative to another.
The term "mixture® a3 used herein in relation to enantiomeric compounds, denctes mixtures
having equal (racemic) or nonequal amounts of enantiomers.
The term "enantlomeric excess(es)” is relatad to the older term "optical purity®, In a mixture of a
15 pure enantiomer (S or R) and a racemate, enantiomeric excess 15 the percent excess of the enantiomer
over tho racemate. Enantiomeric excess ("ee”) can be expressed in the following Equation 1, for

example:
Equation 1
o ISIR]
[S1+[R]

[S] = concentration of S enantiomer
{R] = concentranon of R enantiomer
20
The term * enantioselectivity value * or “E value” denotes the ratlo of spedcificity constants for each
enantiomer of the racemate (K./K.) defined below. The E value can be Iinlerpreted as the number of
times the enzyme is more reactive towards one enantiomer relative to the other (for example, an E value
of 50 meaning one enantiomer reacts approximately 50 imes faster than the other).
25 In order to determine the enantioselectivity of the blocatalysts towards a pure enantiomer (S or
R), the enantoseleciivity value (E) needs to be obtained (Equation 2).
Equation 2

KoKy In[l-c(l +ee)] In[l-c(]-ee)]
KoK, Wl1-cl-ee)] ~ tnlI-c(l +ee]

K, s = firsr-order entyme rate constant for enansiomer S
K¢ = Michaelis constant

¢ = extent of conversion

e, = enaniiomeric excess for product

e¢, = enaniomeric excess for subsirate

E =

For example, for stereoselective hydrolysis of esters by biocatalysis, a program (Ee2 software-
30 University of Graz) can accurately calculate the E value if the enantic':moric excess (ee) of either the
alcohol or the ester at one particular enzymatic conversion are known. The ee value can be obtalned, for
example, from Equation 1 The [S] and [A] data can be obtained, for example, by HPLC.
The term “HPLC" means high pressure liquid chromatography.
The term “RP-HPLC" means reverse phase HPLC.
35 The term "PLE” means plg liver esterase.
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The term “microbial reduction® means the sterecseleclive reduction as accomplished by the
enzyme reduction system, the microblal reductase compnsing the enzyme reduction system, the Intact
microorganism, or any preparation thereof, and the like.

The term “microorganism” Includes any intact microorganism or preparation therefrom, including,
for example, a broken cell preparation of the microorganism; a dshydrated preparation of the
microorganism, e.g., an acelone powder enzymatic preparation; microorganism washed free of, e.g.,
fermentation medium, culture broth, and the like; microorganism Immobillzed, e.g., in a column, attached
to beads, and the like.

As used hersin, the terms “optically pure,” "enantlomerically pure,” "pure enantiomer," and
"optically pure enantiomer" mean a composilion that comprises one enantiomer of a compound and is
substantially free of the opposite enantiomer of the compound. A typical optically pure compound
comprises graater than about 80% by weighl of one enantiomer of the compound and less than about
20% by waight of the opposite enantiomer of the compound, more preferably greater than about 80% by
weight of one enantiomer of the compound and less than about 10% by weight of the opposlite enantiomer
of the compound, even more preferably greater than about 95% by weight of one enantiomer of the
compound and less than about 5% by weight of the opposite enantomer of the compound, and most
preterably greater then about 87% by weight of one enantlomer of the compound and less than about 3%
by weight of the opposite enantiomer of the compound.

The term “suitable mutants® Include those microorganisms which are known or otherwise
obtainable by those skilled in the relevant art and able, despite such mutation, to accomplish the
starooselective reactions disclosed In the present Invention.

The term "halo" or “halogen®, as used herein, unless otherwise indicated, means fluoro, chioro,
bromo or iodo. Preferred halo groups are fluoro, chioro and bromo.

The term “alkyl®, as used herein, uniess otherwise indicated, inchudes saturated monovaient
hydrocarbon radicals having straight or branched moleties.

The term "alkoxy”, as used herein, unless otharwise indicated, includes O-alkyl groups wherain aliyl
Is as dsfined above.

The term "Me” means methyl, "Et" means ethyl, and “Ac® means acstyl.

The term_“cycloalkyl®, as used herein, unless otherwise indicated refers to a non-aromatic,
saturated or partially saturated, monocyclic or fusad, splro or unfused bicyclic or tricyclic hydrocarbon
referred to herein containing a total of from 3 to 10 carbon atoms, preferably 5-8 ring carbon atoms.
Exemplary cycloalkyls Include monocyclic rings having from 3-7, preferably 3-6, carbon atoms, such as
cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopenty!, cyclohexyl, cycloheptyl and the like.

The term “anyl", as used heran, unless otherwise Indicated, includes an organic radical derived from
an aromatic hydrocarbon by removal of one hydrogen, such as phenyl or naphthyl.

Detalled Description of the Invention

The inventon relates to biocatalytic methods for prepanng enantiomerically pure sterecisomers of
1-(2,6-dIchloro-3-fluorophenyl)ethanol. Disclosed are methods of preparation of the desired (S)-
enantiomer, which methods are based on a combination of enzymatic resolution, chemical esterification
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and chemical hydrolysis with Inversion of 1-{2,6-dichloro-3-flucrophenyi)ethyl esters or stereoselective
bio-reduchon of 2,6-dichloro-3-flucro-acetophenone with & biocatalyst such as an enzyme or a
microorganism.

A Blgcata ning Meth

According to the present invention, an efficient and practical high throughput screening (HTS)
process is used {o identify the deslred blocatelysts from hundreds of polential blocatalysts such as
enzymas or microorganisms as well as & number of potential reaction parameters under which they can
oplimally function. The fact that such parameters, Including solvent, solvent content, pH, temperature,
time, and cosubstrates, are many times correlated non-linearly makes the screening task even more
chalienging.

A general HTS protocol that has been validated by a number of global projects within Pfizer Is
described In Yazbeck et al., Adv. Synth. Catal., 2003, vol. 345, pp. 524-532. Using this approach,
hundreds of reactions can be set up and analyzed within days, which otherwise might require weeks using
simple vial preparation of reactions. A great advantage gained by using this protocol Is that it requires
vary small amounts of both the blocatalysts, e.g. enzymes, which may be quite expensive, as well as the
racemic substrates being screened, which are commonly phammaceutical intermediates available in
limited amounts. The fundamental basis behind this HTS protocol is that enzymaes can be stabllized and
storad for months in sultable 98-well plates under certain preparative conditions. A second essential
requirement Is that a number of different analytical Instruments be made available to analyze a varety of
substrates screened via these 88-well plates. Some of the analytical tools available Include high
performanca liquid chromatography (HPLC), caplliary electrophoresis (CE), gas chromatography (GC),
UV spectrophotometry, and liquld chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS). Choosing
which analytical tool to use depends on the nature of the substrate, meinly lts absorbance properties and
volatility. Reactivity of the enzyme toward the substrates is usually analyzed firet, followed by the analysis
of the reactive hits using chiral methods. The same sampled 98-well plate can be used o analyze both
reactivity and enantioselectivity. The combination of this scresning protocol with statistical optimization
algorithms can quickly and efficiently allow the user to pradict Important conditions and suggest where
turther optimization should proceed.

P Opticall 142 8-dichloro-3-flu nylyethanol mbination of Enzvmatic
agolutio Chemical Transformation

A method is provided for the resolution of mixtures of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol
enantiomers.

In one embodiment, the method nvolves the use of a biocatalyst such as an enzyme or
microorganism that preferentially calalyzes a reaction of one enantiomer in a mixiure. in the preferred
embodiment, the method involves an enzymatic resolution, which is basad on stereoselactive hydrolysis
of 1-(2,6-dichloro-3-fluocrophenylf)ethyl eaters.

In another embodiment, the reacted enantiomer may be separated from the unreacted
enantiomer on the basis of the naw diffarence in physical structure.
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In yet another embodiment, the reacted enantiomer may be converted to another enantiomer by
chemical transformation with inverslon.

In yet another embodiment, the conversion of the reacted enantiomer to another anantiomer may
be performed in the mixiure of the reactad enantiomer and the unreacted enantiomer.

li{a). Enzymatic Resolutio s6d on Stereoselective Hydrol of 1-(2,8-Dich eny|}Eth
Esters

A method of stereoselective hydrolysls Is provided for the enzymatic resolution of mixtures of 1-
(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol enantiomers. Given the disclosure herein, one of skill in the art will
be able to choose, using the high throughpul screening (HTS) process descnbed above, an enzyme or
microorganism that is selactiva for the 1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl}ethyl ester enantiomar of choice or
selectlve for the undesired enantiomer, as a method of eliminating It, by selecting one of the enzymes or
microorganisms discussad below or by systemalic evaluation of other known enzymes or microorganisms.,
Glven this disclosure, one of skill in the art will alsc know how o modify the subsirate as necessary to
attain the desired resolution. Through the use of chiral NMR shift reagants, polarimetry, or chiral HPLC,
the optical enrichment of the recovered ester or alcohol can be determined. See, for example, J. Am.
Chem. Soc. 1973, v. 95, p. 512; Trost et al., J. Ong. Chem. 1986, v. 51, pp. 2370-2374; J. Org. Chem.
1998, v. 83, p. 8857; Telrahsdron: Asymmetry 1995, v. 6, p. 2385; Tetrmhedron: Asymmetry 1008, v. 7, p.
3285.

The following examples further illusirate the use of enzymes or microorganisms to resolve
racemic mixtures of enantiomars. Other known methoda of resolution of racemic mixtures can be used In
combination with the method of resolution disclosed hereln. See, for example, Roger A Sheldon,
Chirotechnoiogy: industrial synthesis of optically active compounds, New York, Marcel Dekker, 1803. All
of these modifications are considered within the scope of the Invention.

in this embodiment, the method includes reacting the hydroxyt group of a mbdure of 1-{2,6-
dichloro-3-flucrophenyl)ethano! enantiomers with an acyl compound to form esters in which 1-(2,6-
dichloro-3-fluorophenyl)ethanol is in the "carbinol® end of the ester. The mixture of 1-(2,8-dichloro-3-
fluoropheanyl)ethyl ester enantiomers is then treated with a blocatalyst that preferentially cleaves, or
hydrolyses, one of the enantiomers and not the other.

An advantage of this method Is that it can be used to resolve a wide varety of 1-(phenyl)ethanols
that are optionally substituted in the carbinol moiety. The broad applicability of this method can reside In
part on the fact that although the carbinol portion of the ester can play a role In the ability of a blocatalyst
to differentlate enantiomers, the major recognition slte for these biocatalysts can be In the carbc;xyllc acid
portion of the ester. Further, one may be able to successfully extrapolate the rasults of one
biocatalyst/substrate study to anothar, seemingly diferent system, provided that the carboxylic acld
poriions of the two substrates are the same or substantially simllar.

Still another advantage of this method is that the separation of the unhydrolysed enantiomer and
the hydrolysed enantiomer from the reaction mixture can be quite simple The unhydrolysed enantiomer
can be more lipophilic than the hydrolysed enantiomer and can be efficiently racovered by simple
extraction with one of a wide variety of nonpolar organic solvents or solvent mixtures, for axampie, hexane
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and hexane/ether. The less lipophillc, more polar hydrolysed enantiomer can then be obtained by
extraction with a more polar organic solvent, for exampte, ethyl acetate, or by lyophllization, followed by
extraction, for example, with sethanol or methanol.

The enzyme or microorganisms may be used alone or in combination. Depending upon the type
of enzyme or microorganism used, either one of the optical isomers of the ester Is* predominantly
hydrolyzed to give the optically active alcohol. Either one of the oplical isomers may be cbtained by the
selaction of a suitable enzyme or microorganism.

With the proper matching of enzyme and substrata, conditions can be astablished for the isolation
of elther 1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol enantiomer. The desired enantiomer can be isolated by
treatment of the racamic mixture with an enzyme that hydrolyses the desired enantiomer (followed by
extraction of the polar hydrolysate with a polar solvent) or by treatment with an snzyme that hydrolyses
the undesired anantiomer (followed by removal of the undesired enantiomer with a nonpolar solvent).

1i(b), Blocatalysts

In one embodiment of the present Invention, the method of enzymatic resolution employs an
enzyme as a biocatalyst for stereoselective hydrolysis of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyljethyl esters.
Examples of enzymes that catalyze the hydrolysis of esters include, but are not limited to, esterases,
lipases and proteases (substillisin and a-chymotrypsin). The enzyme may be any enzyme obtainable
from animals, plants, microorganisms, etc. The enzyme may be employed n any conventional form such
as in a puried form, & crude form, a mbdure with other enzymes, & microblial farmentation broth, a
fermentation broth, a microbial body, a fittrate of fermentation broth, and the like, either solaly or in
combination. In eddition, the enzyme or microblal body may be immobilized on a resin.

Specific examples of the enzyme are those oblainad from animal and plants useful In the present
invention including, but not limited to, cow liver esterase, pig liver ssterase, plg pancreas esterase, horse
fiver esterase, dog liver eslerase, plg phosphatase, amylase obtainable from barley and potato and lipase
obtainable from wheat. For example, applications of pig livar esterase in asymmetric synthesls are
described in Tetrahedron, 1990, vol. 48, pp. 65667-8611, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, 2™ Ed.,
Wiley-VCH 2002, vol. H, pp. 384-387. Other examples are hydrolases obtained from such microorganisms
as Rhodotorula, Trichoderma, Candida, Hansenula, Pseudomonas, Badilus, Achromobacter, Nocardia,
Chromobacterium, Flavobacterium, Rhizopus, Mucor, Asperglilus, Alkaligenes, Pediacoccus, Klebsiella,
Geotrichum, Lactobaccilus, Cryptococcus, Pichia, Aureobasidium, Actinomucor, Enterobacter, Torulopsis,
Corynebaclerium, Endomyces, Saccaromyces, Arthrobacter, Metshnlkowla, Pieurolus, Sireptomyces,
Proteus, Gliodladium, Acetobactar, Helminthosporium, Brevibacterium, Escherichla, Clirobacter, Absidia,
Micrococcus, Microbacterium, Penicliifum and Schizophyilium as well as from lichen and algae.

Exemplary, commercially available enzymes sulteble for use in the present invention include
esterases such as, for example, pig liver esterase (Blocatalytics Inc), ipases such as Amano PS-30
(Pseudomonas cepacia), Amano GC-20 (Geotrichum candidum), Amano APF (Asperglilus niger), Amano
AK (Pseudomonas sp.), Pseudomonas fluorescens lipase (Biocatalyst Lid), Amano Llpase P30
(Pseudomonas sp.), Amano P (Pseudomonas fluorescens), Amano AY-30 (Candida cyiindracea), Amano
N (Rhizopus niveus), Amano R (Pemcilium sp.), Amano FAP (Rhizopus oryzae), Amano AP-12
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(Aspergilius niger), Amano MAP (Mucor methel), Amano GC-4 (Gsotrichum candidum), Sigma L-0382
and L-3128 (porcine pancrease), Lipase OF (Sepracor), Esterase 30,000 (Gist-Brocarde), KID Lipase
(Gist-Brocards), Lipase R (Rhizopus sp., Amano), Sigma L-3001 (Wheat germ), Sigma L-1754 (Candida
cytindraces), Sigma L-0763 (Chromobacterium viscosum) end Amano K-30 (Aspergilius niger).
Additionally, exemplary anzymes derived from animal tissue include chymotrypsin and pancreatin from
pancreas such as porcine pancreatic lipase (Sigma), Two or more, as well as a singls, enzyme may be
employed when carrying out the procese of the present Invention.

In addition, enzymes, which are serine carboxypeptidasas can be used. These enzymes are
derived from Candida fipolytica, Saccharomyces cerevisiae, wheat (Triticum aestivum) and Penicillium
Janthinelium. Commercially avallable cross-linked enzyme crystals may also be used such as from Alius
Biologics, Inc. (e.9., ChiroCLEC-CR, ChiroCLEC-PC, ChiroCLEC-EC).

The present invention Is also directed to the use of tharmostable esterases and genetically
engineered esterases for the resolution of the esters. These enzymes, commercially available from
ThermoGen, Inc , are especially suiteble for use In Industrial processses and are easy to use, In addition to
functioning at a wide range of temperatures including higher temperatures, these thermostable enzymes
possess an increased shelf Ife which Improves handling. The enzymes are also able to endure hargh,
non-biological conditions (pH, saft concentrations, etc.) usually associated with Industrial processes
bacause of thelr siabliity under operational conditions. They can be immobllized for reuse in multiple
applications, improving the cost-effectivenaas of the process.

During the Isolation of the products after anzymatic resolution, the enzymes are frequantly
exposed to traces of organic solvents. In addition, some enzymatic resolutions are found to work best
under a mixture of aqueous and organic solvents or In organic solvents alone. The esterase enzymaes of
the present Inventlon are more tolerant to denaturing by many organic solvents compared to convantional
enzymes which allows longer operational half lives. Mos! of the esterase enzymes are produced using
genetic engineering techniques of gene cloning which ensures the purlty of these enzymes and the ease
of process controls dunng scale up. Instead of Isolated enzymes, there may also be employed a
microorganism which can produce any enzyme discussed above.

In another embodiment of the prasent invention, the method of enzymatic resolution employs a
microorganism as a blocatalyst for sterecselective hydrolysls of 1-(2,6-dichioro-3-flucrophenyl) ethyl
esters. Specific examples of the microorganisms useful in the present invention include, but are not
limied to, Rhodotorula minuta, Rhodotoruia rubra, Candida krusei, Candids cykndraces, Candida
tropicalls, Candida utilus, Pseudomonas fragl, Pseudomonas putida, Pssudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Rhizopus chinensis, Mucor pusillus, Aspergillus niger, Alkaligenes faecalls,
Torulopsis emobi, Baclllus cereus, Bacilius subtiis, Bacilus puimilus, Baclilus subtilis var. miger,
Chirobacter freundl, Micrococcus varians, Micrococcus luteus, Pediococcus acidiaclicl, Klebslella
pneumoriae, Absidia hyalospora, Geoinchun candidum, Schizophyllum commune, Nocardia uniformis
subtsuyanarenus, Nocardia umiformis, Chromobacterium chocolatum, Hansenuia anomala var. ciferr,
Hansenula anomala, Hansenula polymorpha, Achromobacter Iyticus, Achromobacter parvulus,
Achromobacter sinplex, Tondopsis candida, Corynebacterium sepedonicum, Endomyces geotrichum,
Saccaromyces canvisial, Arthrobacter globlformis, Streptomyces grisens, Micrococcus luteus,
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Enterobacter cloacas, Corynebacterlum exul, Lacto bacilius case: Cryptococcus albidus, Pichla
polimorpha, Penicilium frezuentans, Aureobasidium puliulans, Actinomucor elegans, Streptomyces
grisens, Proteus vuigans, Gliocladium roseum, Gliocladium virens, Acstobacter aurantius,
Heiminthosporium sp. Chromobaclerium iodinum, Chromobacterium violaceum, Flavobacterium
lutescens, Meischnikowia puicherrima, Pleurolus ostreatus, Brevibacterlum ammonagsnes,
Brevibacterium divaricatum, Escherichia coll, Rodotolura minuta var. texensls, Trichoderma
longibrachiatum, Mucor javanicus, Flavobacterium arbonescens, Flavobacterium heparinum, and
Flavobacterium capsulatum.

The enzymes and/or microorganisms used in the present Invention may be in crude form or in an
immobillized form. They can be Immobilized on varlous solid supports without loss of stereospedificity or
change in sterec selectivity. The solid supports can be inert absorbents to which the enzyme Is not
covalantly bonded. Instead the enzyme Is abscrbed such as by interactions of hydrophobic or hydrophilic
portions of a protein with like reglons of the Inent absorbent, by hydrogen bonding, by sait bridge
formation, or by electrostatic interactions. Inert absorbent materials include, but are not limited to,
synthetic polymers (e.g. polystyrene, poly-(vinylalcohol), polysthylene and polyamides), mineralaceous
compounds (e.g. diatomaceous earth and Fuller's earth), or naturally occurring polymers (e.g. celluloss).
Spacific examples of such materials include Celite 545 diatomaceous earth, Abelite XAD-8 polymeric
resin beads and polyethylene glycol 8000.

The enzyme may also be immobilized on the support to which the enzyme 'IS covalenlly bonded
(e.g., oxirane-acrylic beeds and glutaraldehyde activatad supports). Specific examples Inciude Eupergit C
oxirane-acrylic beads and glutaraldehyde activated Celite 545. Other possible immobilizing systems are
well known and are readily avallable to those ekilled In the art of enzyme immobllization.

Instead of conventional immobillzation methods described above, the enzymes can also be
conveniently recycled for reuse by simply precipitating out the used enzymes with ammonlum sulfate. The
preciprtated enzyme-ammonium sulfate can be used directly in the next enzymatic hydrolysis. Salis are
commonly used in putification of enzymes. They generally protect the protein enzymes by raducing
solvent activity. For example, ammonium sulfate, potassium suliate, potassium phosphate, sodium
chioride, etc., can be used in recovering the enzyme activity.

.— The enzyme or microorganisms may be used alone or In combination. Depending upon the type
of enzyme or microorganism used, either one of the optical isomers of the ester Is predominantly
hydrolyzed to give the optically active alcohol. Either one of the optical isomers may be obtained by the
selection of a sultable enzyma or microorganism.

li(c), Substrates
The moet effective acyl group to be used to esterify 1.(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol can be

determined without undue experimentation by evaluation of a number of homologs using the selected
enzyme system. Non-limiting examples of acyl groups that can be evaluated for use with a particular
enzyme or microorpanism indude alkyl carboxylic acids and substituled alkyl carboxylic aclds, including
acetic acid, proplonic acid, butync acid, and pentanoic acld. With certaln enzymes or microorganisms, it
may be preferred to use an acyl compound that is significantly electron-withdrawing to facilitate hydrolysls
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by weakening the ester bond. Examples of electron-withdrawing acyl groups include a-haloesters such
as 2-chloroproplonic acid, 2-chlorobutyric acid, and 2-chloropentancic acld. « -Halosesters are excellent
substrates for lipases. In addition, the use of succinic anhydride as acylating agent for practical resolution
of aryl-alkyl alcohols through lipase-catalyzed acylation has been reparted in Bouzeml et al. Tetrahedron
Lett., 2004, vol. 45, pp. 627-830.

The different methods of esterification known in the art may be used for preparing the 1{2,6-
dichloro-3-flucrophenyijethanol esters substrates. See, for example, J. Chem. Soc, Chem. Commun.
1988, vol. 18, p. 1391; J. Omy. Chem. 1684, vol. 59, p. 6018.

i(d). Reaction Conditlons for En rolys!

The enzymatic hydrolysis of the present invention may be carmried out by contacting the 1+(2,6-
dichloro-3-fluorophenyl)ethyl esters with the enzyme or microorganism, usually In an aqueous buffer
medium with good agitation.

The buffer medium may be inorganic acid salt bulfers (e.g. potassium dihydrogen phosphate,
sodium dihydrogen phosphate), organic acid salt buffers (e.g. sodium cltrate), or any other suitable buffer.
The concentration of the buffer may vary from 0.005 to 2 M, preferably from 0.005 to 0.5 M and will
depend on the specific 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl ester and the enzyme or microorganism used.

Enzymatic hydrolyses performed under heterogeneous conditions can suffer from poor
reproduclbility. Therefore, It is preferred that the hydrolysis bs performed under homogenseous conditions.
Depending on the solublity of the 1+{2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl esters, homogeneity can be
achieved through the use of surfactants. Preferred surfactants include but are not limitad to non-lonic
surfactants such as alkylaryl polyether aicohols. A preferred surfactant is octylphenoxy
polyethoxyethanol, commerclally avallable as Tnton X-100 (Sigma Chemical Company). An effective
amount of a surfactant is used. Typlcal amounts can vary from 0.05% to about 10% (viv).

However, these surfactants not only assist in dissolving the starling matenal, they also enhance
the aqueous solubllity of the product. Therefore, although the enzymatic reaction can proceed more
effactively with the addhion of a non-ionic surfactant than under heterogeneous conditions, the isolation of
both the recovered starting matenal and the product can be made more difficult. The product can be
isolated with appropriate chromatographic and chemical (e.g., selactive salt formation) techniques.

It Is sometimes preferable to add an effective amount of an organic cosolvent to increase product
solubllity to facilitate the reaction. Examples of co-solvents Include but are not limited to acetonitrile, THF,
DMSO, DMF, alcohols, etc. Effective amounts of a co-solvent include from 1% to 30% (v/v) depending on
the speciic 1+(2,6-dichloro-3-flucrophenyliethy! ester and the enzyme or microorganism used

The enzymatic hydrolyses are typically carried out with a catalytic amount of the enzyme In an
aqueous butfer that has a pH that is close to the optimum pH for the enzyme In question. As the reaction
proceeds, the pH drops as a result of lberated carboxylic acid. Aqueous base can be added to maintain
the pH near the optimum value for the enzyme. The progress of the reaction can be saslly determined by
monHoring the change in pH and the amount of base needed to maintain pH.

The pH of the buffers or the pH of the reaction i8 normally from 4 to 10, preferably from 5 to 9,
most preferably from 7 to 8. Tha reaction temperature may vary from 0 to 100°C. and will depend on the
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specific 1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethyt ester and the enzyme or microorganism used. The reaction
time is generally from 1 hour to 70 hours and wili dapend on the specific 1-(2,6-dichioro-3-
fluorophenyl)athyl ester, enzyme concentration and the enzyme or microorganism used. Normally, the
enzymatic hydralysis Is allowaed to proceed for & period sufficient to generate a satisfactory quantity of the
desired ester or 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanal in satisfactory optical purity. As the reaction
progresses, the amount of desired ester or alcohol and its optical purity can be monitored by HPLC and
chiral HPLC. Normally, the conversion is carried to approximately 50%, after which the alcohol and the
esters may be obtained in good yields afier isolation.

The amount of enzyme used can vary widely from 5 units to 12,000 uniis of enzyme per mole of
starting maiesial. The amount of enzyme needed will depend on the temperature, the spacific 1-(2,6-
dichloro-3-fiuorophenyl)ethyl aster, the enzymes and/or microorganism used, and the desirable reaction
time. It may also be desirable to use a large amount of enzymes in some cases lo ensure a practically
short reaction time, especially when the enzymes are immobillzed and can be reused for many umovers.
The concentration of the ester substrate may be from 0.1 g/L to 500 g/L. and depends on the specific 1-
(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)athyl ester and the enzyme and/or microorganism used.

1i{e}, Produc] Isolation

The desired products, the optically pure (or enriched) unreacted ester and the oplically pure (or
enriched) alcohol can be leolated from the hydrolysls mixture using conventional methods such as
extractions, acld-base exiractions, filtration, chromatography, crystallization or combinations thereof.
Andreas Liese, et al, /ndusirial Biotransformations, Weinheim: WILEY-VCH, 2000. The recovared

enzyme or microcorganism may be recycled as descnbed above.

Ji{f). Enantiormenc converslon based on Estenfication and Chemical Hydrolysis with Inversion

According to the present invention, slther 1+{2,6-dichloro-3-fluorophenyf)ethanol enarniomer may
be converted to the other 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyi)ethanc! enantiomer f desired. This conversion
may be performed, for example, by a nucleophilic substitution reaction at C-1 accompanied by a steric
inversion. Such reaction can be conducted with the use of a nucleophllic reagent.

Methods for the conversion of the ophcally active alcchol to the corresponding enantiomer
include, but are not limited to, the following methods.

For example, one method comprisas converting the hydroxyl group on the asymmetric carbon atom
of the particutar enantiomer into an organic suffonic acid ester, preferably a methanesulfonic acid ester or a
p-loluenesulfonic acid ester, which is directly converted Into the other enantiomer by nuclacphilic substitution
and Invertion of configuration via ons of their carboxylic acld esters and s subsequent solvolysis or
hydrolysis. The sulfonic acid esters are prepared by known methods by reaction of either 1-(2,8-dichloro-3-
fuoraphenyljethanol enantiomer with organic sulionyl hafides, preferably methanesulfonyl chloride and p-
toluenesulfonyl chioride, In aprotic solvents, preferably pyridine and dichioromethane, if appropriate In the
presence of a base, such as tnethylamine.

A method comprising esteritying an aptically actrve alcohol with fuming HNO, or mesyt chloride to
nitrate or mesylate, and hydrolyzing the resultant nitrate or mesylate with a stenc inversion under neutral
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(in the presence of 0.7 to 2.0 equivalent of CaCO,3 or NaOAg), basic (K2CO,) or acidic conditions (2.5%
aqueous H;SO, or 2.5% aqueous HNO,) is described, for example, in Danda et al., Tetrahedron, 1981,
vol. 47, pp. 8701-8718; and Wang et al., J. Med. Cham., 2000, vol. 43, No. 13, pp. 2568-2574.

A method comprising convarting an optically active alcohol to a sulfonic acid ester such as p-
toluenesulfonlc acid ester, allowing an organic acid salt such as tetrasthylammonium acetale and sodium
acetate {and aecsetic acid) to react with the resulting sulfonic acid ester to sterically Invert to the
corresponding corganic acid ester, and hydrolyzing the resuliant organic acid ester js described, for
example, in J. Am. Chem. Soc., 1965, v. 87, p. 3882; and J. Chem. Soc., 1954, p. 965.

A method comprising esterifying an optically active alcohol 10 a carboxylic acid ester such as
trichloroacetic acld ester, and hydrolyzing the resultant carboxylic acid ester, in a water-other solvent such
as 75% H;O-dloxane Is described, for example, in Chem. Lett., 1976, p. 893,

Ancther example i1s the Mitsunobu reaction, which reaction compnses reacting an opiically active
alcohol with an organic acid In the presence of triarylphosphine (for example, triphenyiphosphine) and an
azodicarboxylic acld ester such as diethyl azodicarboxyiate to form the sterically Inverted corvesponding
organic acid ester, and hydrolyzing the resulting ester. The organic acid includes, for example, formic
acld, acetic acld, trichloroacetic acld, trifluoroacetic acld, benzolc acld and the llke. The tormatlon of the
organic acid ester may be conducted, for example, at a temperature of about —60 °C 10 60 °C. The
reaction may be carried out in an inert solvent such as an aromatic hydrocarbon (for exampie, benzene,
toluene, etc.) and an ether (for example, tetrahydrofuran, etc.). The proportions of trialkyiphosphine,
organic acid and azodicarboxyllc acld ester based on 1 mole of an optically aclive alcohol are respectively
about 0.7 to 2.0 moles. The hydrolysis of the organic acid ester can be conducted by a conventional
manner such as acidic or basic hydrolysis. See, for example, Synthesis, 1981, p. 1; Danda et al,,
Tetrahedron, 1981, vol. 47, pp. 8701-8716; Vanttinen el al. Telrahedron: Asymmelry, 1986, vol. 6, pp.
1779-1786, and Uiu et al., Ghirallly, 2002, val. 14, pp. 25-27.

I{g). Combination of Enzymali rolysis, Esierification and Chemical H is nversi
One major hmitation of the enzymatic resolution methed Is that the maximum yield Is 50% based
on the racemate. As a method to overcome this limitation, combination of enzymatic hydrolysis,

-asterification and-chemical hydrolysis with inversion may be used. See, for example, Danda et al.,

Tetrahedron, 1991, vol. 47, pp. 8701-8716; Vanttinen et al. Tetmhedron:Asymmelry, 1995, vol. 6, pp.
1779-1786; and Liu et al., Chirallly, 2002, vol. 14, pp. 25-27.

According to the present invention, a crude mixture of the optically pure (or enriched) unreacted
aster and the optically pure (or enriched) alcohol obtained by the enzymatic hydrolysis, can be subject to
enantiomeric conversion based on esterification and chemical hydrolysis with inversion In one pot according
to the procedures described above.

Depending on the 1-(2,68-thchloro-3-flucrophenyi)ethyl ester substrates, an appropnate enzyms or
microorganism can be employed for enzymatic hydrolysis and appropriate conditions for chemical hydrotysis
can be chosen. For example, a crude mixture of the unreacted (15)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl
ester and the reacted (1 A)-1-(2,6-dichloro-3-fiuorophenyi)ethanot without separation can be esterified with
mesyl chionde as described in Danda et al., Tetrahedron, 1891, vol. 47, pp. 8701-8716; and Wang et al., J.
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Meod. Chem., vol. 43, pp. 2566-2574, Successivaly, a resuliant crude mixture of tha corrasponding (1A)-1-
(2,8-dichloro-3-fluorophenyljethyl mesylate and (15)-12,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl ester without
purification can be hydrolyzed to afford {1 5)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl}ethanol, wih inversion of (17)-1-
(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl mesylate and retention of (1S}-1-(2,6-dichioro-3-fluorophenyl)ethyt ester.
In a specific embodiment, the 1-(2,6-dichloro-3-fluoraphenyl)ethyl ester substrate Is 1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethyl acetate. In a specific embodiment, the enzyme is pig liver esterase.

The methods for conversion of (1R)-1-(2,8-dichloro-3-flucrophenyl)ethandl to {15)-1-(2,6-dichloro-
3-fluarophenyl)ethanol can also be applied to the conversion of (S)-enantiomer to {A)-enantiomer.

lifh) Racemization and Application to Dypamic Kinetic Resolution

Ehher of the optically pure (or enriched) unreacted ester and the optically pure (or enriched)
aleohol can be racemized If desired, The optically pure (or enriched) unreacted ester can be racemized
by heating in the appropriate base under appropriate conditions. Altematively, the optically pure (or
enriched) unreacted ester can be racemized by heating In acid in the presence of an alocohol under
appropriate conditions The optically pure (or enriched) unreacted alcohol can also be racemized and
convertad to the racemic esters by heating in acld under appropriaie conditions. In this manner, excellent
yields can be achleved of elther the optically pure (or enriched) unreacted ester or the optically pure (or
enriched) alcohol by this combination of stereoselective enzymatic hydrolysis and racemization
techniques.

For example, & method of dynamic kinelic resolution (or second-order asymmetric
transformations) can be used for secondary alcohols, in which the alcohols are continuously racemized
with metal catalysts, such as ruthenlum-based catalylic systems, during an enzymatic resolution.
Dilksman et al., Tetrahedron: Asymmelry, 2002, vol. 13, pp. 876-884; Kim et al., J. Am. Chem. Soc.,
2003, vol. 125, pp. 11494-11495; Chol et al., J. Orp. Chem., 2004, vol. 69, 1972-1877.

il talvzad

Enzymatlc reactions have proved to be a convenlent method for obtaining optically enriched
compounds from thelr racemic form by kinetic resolution. C.-H. Wong and G.M. Whitesldes, Enzymes in
Synthetic Organic Chemistry, Pergamon, Oxtord (1964); K. Faber,-Biotransformations in Organic
Chemistry, Springer, Berlin (1985); Gotor, Vicente. “Enzymes In Organic Solvents: The Use Of Lipases
And (R)-Oxynitrilase For The Preparation Of Products Of Blological Interest.”  Molscules [Electronic
Publication] 2000, vol. 5, pp. 280-292,

For example, aicohols can be resolved through lipase-catalyzed transesterification (acylation) with
encl ssters in a generally irreversible reaction. Y.F. Wang, J.J. Lalonde, M. Momongan, D.E. Bergbreiter
and C.-H. Wong. J. Am. Chem. Soc. 1988, vol. 110, pp. 7200-7205. However, 1o be of preparative
interest such a process requiras () a high enantioselectivity factor E, (ll) easy separation of the unreacted
substrate (aicohol) from the product (ester). It was shown that the use of a cyclic anhydride as an
acylating agent offers a convenient solution to this requirement. Bouzeml et al. Tetrahedron Left., 2004,
vol. 45, pp. 627-630. The acid-ester produced can be readily separated from the unreacted alcohol by a
simple aqueous base—organic solvent liquid-iiquid extraction. Moreover, since the separation of these
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compounds s easy even for very different amounts of product and unreacted substrate, alcohols of high
enantiomeric purity can be obtained from a racemic substrate aven in the cases of low E values, provided
the acylatlon Is carried out to high convergion.

Reactions can be camied out using racemic substrate dissolved in diethyl ether. Vinyl or
isopropenyl acetates (2 equivalents) or succinic anhydride (1 equivalent), can be then added, followed by
the enzyme. For example, commercially available lipases such as Pseudomonas fluorescens Yipase (PFL)
and Candida antarctica lipase B {CAL B}, an immobliized enzyme can be used. The resulting mixture can
be stirred at room temperature for the appropriate time to reach approximately 50% conversion. With enol
esiers as acyiating agents, the unreacted alcohol and the acetate produced were separated by sellica-gel
flash chromatagraphy. The ee’s of both compounds could be measured before separation through
analysis using chwal HPLC Wihh succinic anhydnde as acylating agent, the unreacted alcohol, for
example, (S)-alcohol, and the (R)}monosuccinate produced can be separated by aqueous base-organic
solvent liquid-liquid extraction. The aqueous phase can be made alkaline with sodium hydroxide and the
resulting (M)-alcohol extracted with an organic solvent. Enantiomeric excesses of the unreacted (S)-
ennched-alcohol and the (A)-enriched-alcohol produced can be evaluated, for examngle, by chiral HPLC.

iil.__Enantioselactive Big- ctio| - [ - )

The present invention provides a method for preparing an optically active lsomer of 1-(2,6-
dichloro-3-fluorophenyl)athanol comprising the step of reducing 1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethanone
by a blocatalysi In an enantioselective manner in an aqueous solution, an organic solven, or a mixture of
organic and aqueous solvents to give the optically active isomer of 1-(2,6-dichioro-3-flucrophenyl)ethanol.
Given the disclosure herein, one of skill in the art will be able to choose, using the high throughput
screening (HTS) process described above, an enzyme or microorganism which selectively reduces 1-(2,8-
dichloro-3-fluorophenyl)ethanone to elther enantiomer of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyiethanol, by
selecting of one of the enzymes or microorganisms discussed herein or by systematic evaluation of other
known enzymas or microorganisms. Those skilled in the art will understand based upon the description
provided herein how to select the conditions of the bio-reduction reacton such that the desired
stereoselectivity is achleved. Through the use of chiral NMR shift reagents, polarimetry, or chiral HPLC,
the opfical enrichment of the recovered alkcohol can be determined. See, for example, J. Am. Chem. Soc.
1973, v. 95, p. 512; Trost et al., J. Org. Chem. 1988, v. 51, pp. 2370-2374; J. Org. Chem. 1998, v. 63, p.
8957; Tetrahedron: Asymmetry 1995, v. 8, p. 2385; Tetrahedron: Asymmetry 1898, v. 7, p. 3285.

The desired enantiomer, for example, (1S)-1-(2,6-dichioro-3-fluorophenyl)ethanol, Is then
optionally isolated from any residual substrate and other reaction components using methods well known
in the art (a.g., the reaction mixtures can be extracted with a suitable solvent such as MeOH and analyzed
by RP-HPLC; the comesponding alcohol can be separated from the other organics by flash
chromatography, and the purifled aicohol can be analyzed by chiral HPLC, see, 6.9., Allenmark et al.
Enzyme Microbial Technol., 1989, vol. 11, pp. 177-179), prior fo its preferred use as an intermediate In
synthesis of centain enantiomerically enriched, ether linked 2-aminopyridine analogues that potently inhibi
auto-phosphorylation of human heptocyle growth factor receptor, as described in EXAMPLE 3 herein.
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Generally, only a very small quantity (e.g., from about 1% ee to about 5% ee), if any, of the
undesirad enantiomer is produced by the stereoselective bio-reduction processes of thls invention. Yet,
where 8o desired, the amount of the desired enantiomer can be substantially separated from the amount
of the undesired enantiomer, for example, by crystalllzation.

The methods of the present invention are readily cammied out. Thus, an enzyme or microorganism
Is elther Incubated (the enzyms, broken cell preparation, dehydrated preparation, or any other suitable
preparation of the microorganism) or fermented (intact microorganism) In the presence of an amount of
the substrate, 1-{2,6-dichioro-3-fiucrophenyl)ethanone, to produce a greater amount of the desired
enantiomer of 1-{2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol, than the undesired enentiomer, thereby, in one
step, rasulting In the optically enriched enantiomer.

Suitable In principle for the methed according to the invention are all microorganisms such as
fungl, yeasts or bacteria or enzymes or enzyme systems such as the various alcohol and aidehyde
dehydrogenases, the lactate or formate -dehydrogenases, preferably aicohol and aldehyde
dehydrogenasas, able to reduce carbonyl compounds or aldehydes 1o the alcohols. The microorganisms
can be used directly after cultivation (wet biomass) or after iyophilization (dry matter) for the process
according to the invention. The microorganisms or enzymes advantageously used are those able to
reduce 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl}sthancne to the desred enantomer of 1-(2,6-dichioro-3-
fluorophenyl)ethanol with an enantiomenc punty exceeding 85% ee, preferably exceeding 80% ee and
very particularly preferably exceeding 85% ee. Examples of suitable microorganisms are organisms of
the genera Alcaligenes, Aspergilus, Beauveria, Candida, Cryptococcus, Curvularia, Diplodia,
Endomycopsis, Geotnchum, Hansenula, Kiosckera, Kluyveromyces, Lactobacillus, Mucor, Nocardia,
Peniclilium, Pfaffia, Pichia, Pseudomonas, Rhodococcus, Rhodotorula, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Spondiobolus, Streptomyces, Torulopsis or Yarrowia. The foliowing specles of the
abovementioned genera are advantageously used: Alcaiigenes sutrophus, Aspergillus niger, Aspergiius
fumigatus, Beauveria bassiana, Candida guilliermondyl, Candida lipolytica, Candida membranaefaciens,
Candida methylica, Candida parapsilasis, Candida magnoliae, Candida rugosa, Candida utihs, Curvularia
falcata, Diplodia gossypina, Cryptococcus macerans, Geotrichum candidum, Hansenula anomala,
Hansenula beckdl, Hansenula holsill, wingei, Hansenula polymorpha, Mucor sp., Nocardia rubropertincts,
Platfia rhodozyma, Pichia glucozyma, Pichle fermentans, Pichia capsulata, Pichia guithermondii, Pichia
membranaefaciens, Pichia pastoris, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia, Rhodococcus
orythropols, Fhodococcus ruber, Rhodotorula rubra, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula minuta, Rhodotorula termusruber, Saccharomyces cerevisiae, Sacchsromyces uvarum,
Saccharomyces dairensis, Saccharﬁmyoss rouxd, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces kiuyveri,
Schizosaccharomyces japonicus, Schizosaccharomyces malidevorans, Schizosaccharomyces
oclosporus, Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis enckii, Torulopsis methanothermo and Yarrowia
lipolytica. The various yeast genera such as Candida, Hansenula, Kioeckera, Kluyveromyces, Plaffia,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Toruiopsis and Yamowia are preferably
used. Particularly preterably used are the genera and specios Candida gullfisrmondll, Candida lipolytica,
Csandida membranaefaciens, Candida methylica, Candida parapsiiosis, Candida magnoliae, Candida
rugosa, Candida utlis, Hansenula anomala, Hansenula beckl, Hansenula hoistii, wingel, Hansenula
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polymorpha, Plaffia rhodozyma, Pichia glucozyma, Pichla fermentans, Pichia capsulata, Pichia
guilllermondil, Pichia membranaefaciens, Pichia pastoris, Rhodotorvia rubra, Rhodotorula gracihs,
Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta, Rhodoforula termusruber, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum, Saccharomyces dairensis, Saccharomyces kluyvern, Saccharomyces rouxii,
Saccharomyces  pastorianus, Saccharomyces kiuyverl,  Schizosaccharomyces  japonicus,
Schizosaccharomyces malidevorans, Schizosaccharomyces oclosporus, Schizosaccharomycas pombe,
Torulopsls enokil, Torulopsis methanothermo and Yarrowia lipolytica, very particularly prefarably the
genera and species Rhodotonua rubra, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum,
Schizosaccharomyces japonicus, Pichia fermentans, Hansenula polymorpha, Rhodotoruls gracllis,
Candida utills and Candida magnoliae.

Microorganisms may be genetically transformed to improve enzyme production in & cell, 10
provide coenzyme-regenerating enzymes in the same cell, to improve poor enantioselectivities due to
presence of plural enzumes In a cell with overlapping substrate - specificities but different
enantioselectivities, to solva the problem of overmetabolism, etc. as described, for example, in Nakamura
ot al. Tetrahedrom. Asymmetry, 2003, vol. 14, pp. 2658-2681.

One or more of any sultable microorganism may be used in the processes of the present
Invention. As described earlier, the microcrganiam used in the subject processes may be intact, any
suitable preparation thereof, e.g., a broken cell preparation thereof, a dehydrated preparaion thereof, and
be elther free or immobillzed. However, whene a non-intact microorganism Is employed in the present
invention such as, for example, & broken cell preparation, 6.g., cell extract, acetone powder enzymatic
preparation, or the enzyme derived thersfrom, those skilled in the art would undersiand that a suitable co-
factor for the anzyme Is also inciuded.

Those skilled in the art will understand from the description provided herein and their related
knowledge how to prapare a sultable broken csll preparation such as described, for example, in Patel et
al., Appl. Environ. Microbiol., 1879, vol. 38, pp. 218-223. Those skilled in the art will understand from the
description provided herein and their related knowledge how to prepare a suitable acetone powder
enzymatlc preparation such as described, for example, In. Nakamura et al., Tetrahsdron Left., 1668, vol.
37, pp. 1629-1632; Nakamura ot al., Tetrahedron: Asymmetry, 2003, vol, 14, pp. 2659-2681,

The enzyme may be any enzyme obtainable from animais, plants, microorganisms, etc. The
enzyme may be employed in any conventional form such as in a purified form, a crude form, a mixture
with other enzymas, a microblal fermentation broth, & fermentation broth, a microblal body, a filtrate of
termentation broth, and the like, either solely or in combination. In addition, the enzyme or microbial body
may be immaobliized on a resin.

In addition, an enzyme (e.g., an oxidoreductase) of any suitabie microorganiem may aiso be used
in the subject processes, and this enzyme may be isclated from the microorganism by any sultable
method known to those skilted in the art and, as for the Intact microorganism, may be used in the subject
process in either free or immobllized form. Those skilled in the art will understand from the description
provided herein and their related knowledge how to Isolate and purify the enzyme of the sudable
microorganism such as described, for example, in WO 03/083477.
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Exemplary, commercially available enzymes sultable for use In the present invention Include
dehydrogenases and reductases, which are classified under E.C.1.1.1 and capable of catalyzing the
reduchon of carbonyl groups, such as, for example, 8 KRED-M27 KIT of ketone reductases from
Biocatalytics, Inc., horse liver alcohol dehydrogenase (Grunwald et al., J. Am. Chem. Soc., 1886, vol. 108,
pp. 6732-6734; Johansson et al., Eur. J. Biochem. 1885, vol. 227, pp. 551-555; Adolph et al.,
Biochemistry, 2000, vol. 38, pp. 12885-12897; Wong et al. Terahedron Organic Chemistry, 1994, vol. 12,
pp. 149-150), yeast alcohol dehydrogenase, Thermoanaerobium broki/ alcohol dehydrogenase and
Lactobacilius kefir aicohol dehydroganase.

The natural substrates of the enzymes are alcohols such as ethanol, lactate, glycerol, etc. and the
corrasponding carbonyl compounds; however, unnatural ketones can also be reduced enantioselectively.
To exhibit catalytic activities, the enzymes require a coenzyme such as NADH or NADPH from which a
hydride is fransferred to the substrate carbonyl carbon. There are four stereochemical pattemns that
enable the transfer of the hydride from the coenzyme, NAD(P)H, to the substrate. With E1 and E2
enzymes, the hydride attacks the sHace of the carbonyl group, whereas with E3 and E4 enzymes, the
hydride atiacks the re-face, which results in the formation of (A) and (S)-alcohols, respectively. On the
other hand, E1 and E3 enzymes transter the pro-{A)-hydride of the coenzyme, and E2 and E4 enzymes
usa the pro-(S)-hydride. Examples of the E1-E3 enzymes are as follows:

E1: Pseudomonas sp. alcohol dehydrogenass ‘

Lactobacillus kefir alcohol dehydrogenase

E2: Geotrichum candidum glycsrol dehydrogenase

Mucor javanicus dihydroxyacelone raductasa

E3: Yeasl alcohol dehydrogenase

Horse liver alcohol dehydrogenase

Moraxeiia sp. alcohol dehydrogenase

The directed evolution of anzymes may be used to improve the reducing function of the enzymes
or biocatalysts for reduction may be tailored by using catalytic antibodies technique as described, for
example, In Nakamura et al. Tetrahedron. Asymmetry, 2003, vol. 14, pp. 2659-2681.

The microorganisma suitable for use in the subject stereoselective microbial reduction may be
prepared by any sultable method known to those skllled In the art. An example of a sultable method for
the preparation of a mlcroorganlém from a commercially purchased stock I8 provided below. The method
provided below may be used for any microorganism sultable for use In the present Inventive process, and
those skifled in the art will undarstand trom the description provided herein how to modify eny part of the
procedure, e.9., method of preparing the microorganiem, free or immobllized, washed or unwashed;
method of contacting of the amount of the substrate with the microorganism; growth medium components
and conditions, 8.g., temperaturs, pH and the like; or incubation conditions, to achleve the desired result
in any particular process.

Those skilled in the art will understand from the description provided herein how to prepare
suliable immobilized microorganism such as dessn'bed, for example, In Bauer et al,, Biotechnol. Lett.,
1996, 18, pp. 343-348 or suitable immobllized enzyme such as described, for example, in Svec, F.;
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Gemeiner, P. "Engineering aspects of camers for immobilized blocatalysts.” Brotechnology & Genetic
Engineering Raviews 1996, vol. 13, pp. 217-235.

Any suitable mathed of contacling the amount of the substrate with the microorganism or enzyme
reduction system can be used in the present Invention. The subsirate can be contacted with the
microorganism or the enzyme reduction system In any sultable order. For example, the substrate can be
added to a medium, such as a culture broth, comprising the microorganism, free or iImmobllized, or some
combination therecf; or the medium can comprise the subsirate and the microorganism can then be
added to such medium; or the subsirate and the microorganiem can be added together 10 such medium;
or the substrate can be added to a broken cell preparation theraof; or the substrate can be added to a
dehydrated preparation of the microorganism; or elther the subsirate or the microorganism or enzyme
reduction system can be added to a sultable solvent comprising the other; and the Iike. For example, the
enzyme reduction system can be added to an appreclably organic solvent with the contacting occurmng by
adding the substrale to that solvent. Those skilled in the art will also understand based on the prasent
description how to contact by adding the substrate adsorbed to a resin. Moreover, those skilled in the art
will understand from the description provided herein how to modify any pan of the subject process as
desired.

For the process according to the invention, the microorganisms can be first cultivaled under
nitrogen-imited conditions and, afler harvesting the cells, for example by centrnfugation, used for the
process according to the invention. The reduction can be camed out with whole cells, cell digests or
crude enzyme exiracts obtained from the cells, or purified enzymes. The process can bs canled out In
aqueous medium In the presence of a carbon source In the case of whole cells or of a reducing agent
such as NADH or NADPH and of a cofactor recycling, such as with the axd of formate dehydrogenase and
formic acld, and, where appropnate, other enzymes in the case of cell digesis, crude extracts or pure
enzymes. Addition of further nutrients in the reduction with whole cells, such as a nitrogen source,
vitamins or phosphates, Is Inexpedient because unwanied side reactions are cbserved under thess
condlitions, for example, which can result in deficlent product quality or slse workup problsms. Sultable as
carbon source for the microorganisms ars all carbon sources able to provide the cells with the reducing
equivalents necessary for the reduction. Examples of carbon sources which may be mentioned here are
mono- or disaccharides such as glucose, mannose, maltose, sucrose, primary or secondary alcohols such
as msthanol, ethanol, propanol, polyols such as glycerol, lower carboxylic acids such as laclic acid, malic
acld or amino aclds such as glulamats. Converslon of the pracursor with microorganisms In aqueous
solution in the presence of a carbon source has the advantage that neither precursor nor product is
metabolized and no by-products are formed.

The reaction of bio-reduction can be camed out In pure water or in aqueous buffars without
addltion of other solvents or solvent mixtures. To Improve the solubiltty of the pracursor, 1+2,6-dichloro-3-
fiuorophenyl)ethanone, it Is possible to add water-miscible organic solvents such as terahydrofuran,
acetonitrile, dimethylformamide, dimethylsuloxide, dimethylacetamide, primary or secondary alcohols,
carboxylic acids, lactones such as y-butyrolactone, which are able to improve the solubliity of the
pracursor, 1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethanone, to the reaction,
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The reaction may be camed out at from 0 °C to 50 °C, preferably from 10 °C to 45 °C, particularly
preferably from 15 °C to 40°C.

The reaction times depend on microorganism or enzyme and are from 1 to 72 hours, preferably
from 1 {o 48 hours.

Any suitable duration of growth of the microorganism, contacting of the microorganism with the
amount of the substrate, and Incubation of the substrate with the microorganism can be used in the
present invention. Suitable growth of the microorganism may be achieved, e.g., within about 24 h, 48 h, or
72 h, at which time a suitable aliquat of a solution of the amount of the substrate in a sullable solvent,
preferably ethanol, may be added to the culiure. The fermentation may then be continued for, e.g., from
about two to about six days, and preferably, e.g., for about five days. The progress of the reaction can
easlly be followed by conventional methods after extraction of the product with an organic solvent. The
fermentation broth may be extracted using any sultable extraction method whereby, for example, a
sultabla solvent, such as, for example, ethylacetate, methyl Isobutylketone, methyl ethylketone, methylens-
chloride, and the like, preferably, ethylacetate, removes the organic components from the fermentation
broth. Methanol can also be used io extract material from the cells into the methanol-water mixture. After
extraction of the fermentation broth and separation of the organic and aqueous phases, the compounds
comprising the organic residue may be determined using any suitable method, such as, for example,
chromatography, preferably, chiral HPLC. .

The reacton Is preferably carred out under aerobic conditions, l.e., with aeration in the case of
canversion with microorganisms, prefaerably with gentie aeration. However, conversion under anaerobic
conditions Is also possible. The process can be carriad out continuously or batchwisa.

The product from any of the above reactions may be purlfied by phase separation and/or
exiraction into a suitable solvent, such as dichloromethane and thereafter, i required it may be
chromatographed.

The above mentioned reactions may also be camed out using continuous production methods
Involving continuous recycling of the organic phase in the reactlon or immobilization of the cslls and
passing the substrate in organic salution over the immobilized biomass In a column, loop reactor or other
similar reactor.

Hencs; as-would-be undarstood by those of ekill in the art, varation of the growth medium, the
conditions of fermentation, and/or the conditions of the reduction (a.g., the temperature, pH, and the
amount of substrate) can be altered 1o control the yisld of the resultant compounds and their relative rates
of production. In general, the {echniques employed in the present invention will be chosen with regard to
industrial efficiency. The growth media, conditions of fermentation and relative amounts of microorganism,
or enzyme reduction system, and of the substrate described herein, are merely lllustrative of the wide
veniely of media, fermentation conditions and amounts of starting materials which may be sultably
employed In the present Invention as would be appreciated by those skilled in the ant, and are nol
intended to be limiting in any way.

Any sultable methods for isolating and/or purifying any of the products of the subject processes
may be used in the present invention Including filtration, extraction, crystailization, column
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chromatography, thin-layer chromatography, preparative low pressure liquid chromatography or HPLC, or
any suitable combination of such methods.

The present invention Is lllustrated by the following EXAMPLES. The foregoing and following
description of the present Invention and the various embodiments are not inlended to be limiting of the
invention but rather are Hustrative thereof, Hence, It will be understood that the invention Is not kmited to
the specific detalls of these EXAMPLES.

EXAMPLES

Materialg.
Suitable 968 well plates and accessories were obtained from VWR intermational. Analytical

5

Instruments Including the Tecan Genesis 2000 Workstation (Research Triangie Park, NC), Aglient 220 .

HPLC auto sampler and 6890N GC (Agilent Technologies, CA), SpectraMax Plus 384 (Molecular
Devices, USA), Beckman Coulter P/ACE MDQ (Fullerion, CA), and Waisrs/Micromass ZQ LC/MS
(Waters, MA) were purchased from their respective suppliers. Eppendorf thermomixer-R was purchased
from VWR. Chiral HPLC columns used In analysis were obtained from Chiral Technologlas (Exton, PA)
and Phenomenex (Torrance, CA).

The majority of enzymes utilized in screening plate were oblalned from varlous enzyme suppliers
including Amano (Nagoya, Japan), Roche (Basel, Switzerland), Novo Nordisk (Bagsvaerd, Denmark),
Altus Biologics inc. (Cambridge, MA), Biocatalytics (Pasadena, CA), Toyobo (Osaka, Japan), Sigma and
Fluka. Table 1 lllusirates specific enzyme sources corresponding to each enzyme. The Lipase-PS Activity
kit was purchased from Sigma. Commercially available pig ilver esterase was purchased from
Biocatalytics (Pasadena, CA) as a crude ammonium sulfate suspension sold under the name PLE AS
(Catalog # ICR-123).

The maejority of solvents utliized during optimization was obtalned from EM Sclence (Gibbstown,
NJ) and were of the highest purity avallable,

HPLC Methods

HPLC analysis of the screened samples was performed on an Agilent 1100 HPLC with 98 well
auto sampler. Reactions were performed in an Eppsandort thermomixer-R (VWR).

Every HPLC sample was made by taking 2x50 L from the reaction mixture, then combined and
diluted with 2 mL of acetonitrile. 100 pL of that solution were further diluted with 400 pb of acetonitrile and
injected In the HPLC.

iral Method

Using detector wavelength 254 nm; Phenomanex luna C18 column, 3 um, C18, 4.6 x 30 mm; flow
rate 2.0 mL/min; injection volume: SuL; mobile phases: A: Water-0.1 % trifluoroacetic acid (TFA) B8:
Acetonfirile-0.1 % TFA; samples were run on the gradient (0.5 min post-run)

Time %B %C %D
0.00 50 06 00
167 650 0.0 0.0
200 950 0.0 0.0
250 850 0.0 0.0

oW N =
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5 280 50 0.0 0.0
6 3.00 &40 0.0 5.0

Chiral HPLC Methods
Aleohol 1: using detector wavelength: 254 nm; Chiralcel ADR-H, 3 pm, C18, 4.8 x 150 mm; fiow

rate 0.8 mL/min; Injection volume: 10 pul; mobile phases: A: Water B* Acetonitrile; isocratic: 50 % B for 15
min.

Acelate 2: chiral method using detector wavelength: 254 nm; Chiralcel OJ-RH, 3 pm, C18, 4.6 x
150 mm; flow rate 0.6 mL/min; injection volume: 10 pL; mobile phases: A: Water B: Acstonitrile; isocratic:
50 % B for 15 min. .

Preparallon of Scresning Plates
Preparation of screening plates has been carried out in according to Yazbeck et al., Adv. Synth.

Catal., 2003, vol. 345, pp. 524-532.

Specifically, preparation usually takes on the order of 1-2 days and entalls the preparation of the
enzyme stock solutions (100 mg/mL) and the dispensing of these stock solutions into 86-well screening
plates, or “screening kits”. The dispensing of the stock solutions Into a screening plate is carmied out by an
automated liquid handler workstation, which can be programmed to accurately dispense 10 uL of each
Individual enzyme into the appropriate location in each 86-well plate.

wi-nn choosing a 98-well plate format, the plates need 1o be both solvent and temperatune
resistant, therefore, it is recommended to use polypropylense plates. The plate volume and morphology
also need to be considered. The reactions herein are carried out in 100 uL reaction volumes in plates no
larger than 500 ul. V-bottom plates tend to improve solution agitation and allow for deaner sampling
after centrifugation.

Once the plates are prepared, they can be sealed with either adhesive foll or with a penetrable
mat cover and stored at —80 °C for months or even years.

In cases where anhydrous conditions are required, such as acylation and amidation reactions, the
screening plates must be lyophllized prior to usa. In order to remove the water from each well, the plate is
lyophilized for 10 to 24 hours at a chamber temperature of —20 °C. Afier lyophilization, the plates can be
stored at 4 10 8 °C.

Progedure for Enzyma Screening
The resolution of 1-(2,68-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl acetate was carried out as follows. A 98-

well plate prepared as described above was thawed for 5 minutes. 80 pL of potassium phosphate buffer
(0.1 M, pH 7 2) was then dispensed Into the wells using a multi-channel pipette. 10 pL of the substrate
stock solutlon (50 mg/mL acetonitrile) was then added to each well via a multi-channel pipette, and the 96
reactions were incubated at 30 °C and 750 rpm. The reactions were sampled after 16 hours by the
transfer of 25 pL of the reaction mixture Into a new 96-well plate, which was then quenched by the
addition of 150 uL of acetonitrile. The 98-well piate was then centrifuged, and the organic supematant
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transferred from each well into another 96-well plate. Sampled reactions were then sealed using a
penetrable mat cover and transferred to an HPLC system for analysis. The same plate was used to
enalyze the samples for both reactivity and enantioselectivity using allernating columns on the HPLC
simultaneously.

EXAMPLE 1
Preparation of Optically Active 1-{2,6-dichioro-3-flucrophenyi)ethanol by Combination of

Enzymatic Resolution and Chemical Transformstion

For illustrative purposes only, the process of the present invention Is demonstrated by the
following exemple of biotransformation of a racemic 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl acetate, which
blctransformation I8 represented by Schema 1.

Scheme 1
—— 0
~ 0 o] OH v ‘CH,
CH, CH,
— ——
Cl c
F 1 Fa
0
OH o/lkc cl oH
Cl Hy E
GH.# cH, + CH,
Cl Cl
F ! F
S-1 . -2 R-1
Enz 1c resolution of 1-{2.8-dichlorn-3-fluoroph h 2

The process involved performing four main steps:

1) prepanng racemic 1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethyl acetate

2) enzyme scresning using commercially availeble lipases, proleases and esterasas;

3) optimizing the reaction conditions such as pH, temperature and the amount of enzyme and
substrate; and

4) maxmizing yeid of the enzymatic resolution method by developing a procedure for
combination of enzymatic hydrolysis, esterification and chermical hydrolysis with inversion.

1) Preparin Ic 1-{2.6-Dichloro-3-Flyo Ethyl Acetate (Co| nd2

=3
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Compound 1
1-{2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol

Cl CH,

OH
(&
F

Sodium borohydride (90 mg, 2.4 mmol) was added to a solution of 2'.6'-dichioro-3'-fluoro-
acetophenone ( Aldrich, catalog # 52,204-5) (207 mg, 1 mmol) In 2 mL of anhydrous CH;OH. The
reaction mixture was stimed at room temperature for 1 h then was evaporated to give a colorless oil
residue. The rasidue was purifled by fiash chromatography (eluting with 0—10% EtOAc In hexanes) to

‘A

give compound 1 as a colorless oll (180 mg; 0.88 mmol; 86.5% yleid); MS (APCI) (M-H)" 208; 1H NMR *

(400 MHz, chioroform-D) 8 ppm 1.64 (d, J=6.82 Hz, 3 H) 3.02 (d, J=9.85 Hz, 1 H) 6.87 - 7.07 (m, 1 H)
7.18-7.33 (m, t H).

Compound 2
1-{2,6-dIchioro-3-flucrophenyl)ethyl acetate

G CHs
0
) CHy
F
Acetic anhydride (1.42 mL, 16 mmol) and pyridine (1.7 mL, 21 mmol) were added sequentlally to
a solution of compound 1 (2.2 g, 10.5 mmol) in 20 mi of CH;CL,. The reaction mixture was stired at
room temperatire for 12h and then evaporated to give a yellowish oll resldue. The residue was purifled
by fiash chromatography (eluting with 7—9% EtOAc In hexanes) 1o give compound 2 ag a colorless oll
(2.26 g; 9.0 mmol; 85.6% yield); 1H NMR (400 MHz, chloroform-D) & ppm 1.88 (d, J=6.82 Hz, 3 H) 2.31
(s, 3 H) 6.62 (q, /=6.82 Hz, 1 H) 7.25(t, /=8.46 Hz, 1 H) 7.48 (dd, /=8.84, 5.05 Hz, 1 H)

2) Enzyme Screening
The most suitable catalyst for the kinetic resolution of racemic 1-{2,6-dichioro-3-fluorophenyl)athyl

acstate (compound 2) was Idantified afier screening a collection of commercially avaliabie hydrolases. A
general enzyme screening method was used to screen 94 commercially available enzymes represented in
Table 1.
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Table 1
Blotranformations Group Enzyme Screening Kit (G3)

] ] W0

PCT/IB2005/002839

FGRD ’ %nnm Bupplier Code
lank [Buffer] Biank
E Blank [ACN] Biank
orcine Pancreatic Lipase ARusD3
CALA, lyo. Altus 11
F andida fipolytica Lipase Altus12
F CALB, Iyo. Altus13
F Gectrichum candidum Lipase Altus28
F seudomonas aroginosa Lipase us50
p pergillus niger Lipase Amano Lipase A
10 goudomonas copacia Lipase ano Lipase AH
11 %udomo.ﬂuomscons Upase IAmano Lipase AK
12 andida rugosa Lipase |Amano Lipase AY
3 ?zopus delemar Lipasa mano Lipase D
14 hizopus oryzae Lipase fAmano Uipase F
16 enicillium camembertll Lipase Amano Lipase G
16 Mucor javanicus Lipase mano Lipase M
7 Pseudomonas cepacia Lipase Amano Lipase PS
18 Penicillum roqueforti Lipase Amano Lipase R
19 perpilius sp. Protease loCatalytics101
20 udomonas sp. Lipase loCatalytlca103
1 ]Fungal Lipase loCatalytics105
Micorbial, lyo. Lipase loCatalylics108
ICALB, Iyo. joCatalylics110
Candida sp., lyo BloCatalytics111
CALA, lyo. BioCatalylics112
Thermomyces sp Lipase BioCatalytics115
Alcaligines sp., lyo. Lipase BioCatalytics117
? JFﬂmt.vlm:t«rium viscosum Uipase us 26

-
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Fﬁ # [Enzyme Fuppller Code
P CalB, L2 Sol ﬁﬁnzymo L2 Sol
po Candida utllis Lipase ukaé
<} Rhizopus niveus Lipase Sioma L8
P2 |Psoudomonas species Lipoprotein Lipase Sigma L13
ﬁ ermomuces lanuginosus Lipase igma L9 Lipolase
pa ] Eennomucaa lanuginosus Lipase Flgmu L10 Novo871
35 [Rhizomucor miehel Lipase Flgma L6 Palatase
<] Pseudomonas species Lipase igma L14 Type XIll
37 heat Germ Lipase Eﬁa L11
pe hizopus arrhizus Lipase Klgma L7 Type Xi
Fs ancreatic Lipase 250 Valley Research V1
Fo rypsin Protease Altus33
Iﬂ ghymopapaln Protsase Altus38
In romelain Protease us40
|4: Aspergliius niger Prolease Allus4 1

Aspargillus oryzee Prolease JAltus42
E Enlcllllum species Prolease Allusd3

rgliius sp. Proleasa 845

; g:i.n Calf Stomach protease %1324
lu [Subtillsin Carisberg us10
|49 Baclllus lentus Pr:teaeo Altus53 .
FG Aspargilius niger Protease }Amano Ackd Protease A
F1 hizopus niveus imtease }Amano Acld Protease ||
Fz Rhizopus niveus Prolease JAmano Newlase F
Isa hizopus oryzae Protease Amano Peptidase R
F‘ cilius subtills Protease no Proleather FGF
Fs Aspergiilus oryzae Protease Amano Protease A

Asperglilus oryzae Protease Amano Protease M
; Baclllus sublills Protease Amano Protease N
Fl Epmﬁu_s melleus Amano Protease P
F ?clllus sramthermophilus Protease |JAmano Protease SG

g Liver Esterase, lyo BloCat Chirazyme E1

; Pig Liver Esterase, lyo ioCat Chirazyme E2
Pz [Streptomyces sp. Proteases giocnalyﬂeﬁ 18
Ps Tritirachium album Protease Fluka P6 Proteinase K
Pa Bovine Pancreas Pro_lo;ase 'Sigma_Ew alphachymotrypsin |
PE treptomyces griseus Protease 1Slgma P16 Bactenal
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ﬁnn# [Enzyme [upplier Code
Bovine Pancreas Protease ISigma P21 Betachymotrypsin
g Ciostridium histolyticum Protease ioma P13 Clostripain
F PBovine Intestine Prolease lgma P17 Enteropeptidase
Fo Porcine Intastine Protease Sigma P25 Enteropeptidase
Baclllus species Protease loma P8 Esperase
F Apergilius oryzae Protease Elgma_ﬁﬁavourzyme
g cillus amyloliquefaciens Protease Flgmiﬂ?utmso
%:nca papaya Protease Figmﬂapaln
74 citius thermoproteolyticus rokko |Slgma P10 Protease
coccus furiosis Prolease [Sigma P14 Protease S
clllus speciss Protease Sigma P9 Savinase
Bovine Pancreas Protease ISigma P19 Type 1 (crude)
) Pacllius polymyxa Protease Sigma P7 Type IX
Bacilius licheniformis Protease Srgma P6 Type Vil
pergliug saltol Protease Sigma P3 Type XIii
F1 }Aspalglllus sojae Protease lgma P4 Type XIX
Jﬁsporglllus oryzas Protease ISlgma P2 Type XXl
F " [acterial Protease Flgmypa XXIV
Pﬂ |Rhizopus species newlase |Sigma15 Newlase
Ps Valldase FP Conc. Valley05
P Bromellan Conc _ Valley10
FI Ecylase from Aspergillus Sp. Amanc Am1
rordno kidney Acylase igma A-S2 Acylase |
enicilin G Acylasa Altus06
gﬂot&sﬂ from Mucor Melhei [Fluka
1 Candida rugosa Estarase Altug31
2 rcine Pancreatic Elastase Aus3S
Pa Cholesterol Esterase ioCatalytics
F LE - Ammon. Sulfate loCatalytics 123
Rabblt Liver Esterase Sigma ES2
E Cholesterol Esterase Peudomonas fiu, igma ES4

After Initial screening using 5 % substrate load In 100 mM potassium phosphate buffer at pH 7.2,
several hydroleses were identified es hits for the enzymatic hydrolysis of the racemic alcoho! ester 2 to
alochol R-1 (Scheme 2).
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Compound A1
(1R)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol
| CHs
OH
(o]

10

15

F

Compound R-1 was purified from compound §-2 by flash chromatography {eluting with 15—+17%
EtOAc in hexanas) to give compound R-1 as a coloriass oll (82.7 mg; 0.45 mmol).
Compound §-2
(185)-1{(2,6-dichioro-3-flucrophenyl)ethyl acetate

0
Cl O)LCH;;
CHa

Cl
£

Compound §2 was purified from compound A1 by flash chromatography (eluting with 8—+10%
EtOAc in hexanes) o give compound $-2 as & coloriess oll (185.8 mg; 0.74 mmol).

As shown In Table 2, several enxymes showed activity towards 1-{28-dichloro-3-
fluorophenyljethyl acetate (2). The analysis of E values revealed that five of those enzymes showed good
enantioselectivity of E value greater than 100. Both lipase from Rhizopus delemar and plg liver esterase
(PLE) displayed E values >150. However, PLE showed the highest reactivity towards (A)- 1-(2,6-dichioro-
3-fluorophenyl)ethyl acetate {(A)-2).

)

4

D
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5 Table 2

]Eszmas £ valuo { Reactmty
Fdocﬂve for hydrolysis of (R)-acetate

ndida Antarctica lipase B (CAL-B), pig liver esterase (PLE), High

hizopus delemar \ipase, Porcine Kidney acylase, cholesterol

terase Hi

ph (>100)

Bovine intestinal prolease, Sigma protease P6 type Vill, Can Low
rugosa lipase dj

izopus onzae Iipase, Peniclllum camembentli Hpase,
sudomonas sp. Lipase, Thermomyces sp. Upese, Alcaligenes (<20)
Lipase, Chromobacterium viscosum llpase, R
miehel lipase, Thermomyces lanuginosus hpase, wheat ge
!Ipaso. Bromelain proteass, Aspergillus niger protease,
niveus protease, Aspergiius saitol protease, acylase
Agpergilius sp.
Selective for hydrolysis of (S)-aceiate
E::ndkh Antarctica lipase A (CAL-A), Low Low

ubtilisin Carisberg (protease from Baclllus lichenformis)] (<10)
izopus orizrae protease

[Rhizopus delemar lipase High

The absolute configuration of aicohol (1) genarated from the PLE hydrolysis wase inltially assigned
by comparison with a known reaction of a similar substrate a5 shown at Scheme 3 and dascnbed In
Bouzeml, N. et al, Tetrahedron Letters, 2004, pp. 627-630.

10 Scheme3

Literature report Q‘JLCHa

H CAL-B
. - @”‘ g
vinyl acetate

ne

Tested in the leb and aasigned (assumung the enzyme does not change the recognition pal‘lom)

a H"
che fﬁILcuh
o 5 % vinyl acetate In

ethyl actate

me-1
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As shown at Scheme 3, the enzymatic acylation of 1-phenylethanol using CAL-B produced the /-
enantiomer of 1-phenylethyl acetate leaving the unreacted S-enantiomer of 1-phenylethanol (Bouzeml, N.
ol al, Tetrahedron Letlers, 2004, pp. 627-830). One can assume that when CAL-B ia reacted with rac-1,
the substrate recognition should be the same; accordingly, the obtained esier product was assigned as R-
10 enantiomer.
When compared with the compound obtained in the anzymatic hydrolysis of mec-1 with PLE
(opposite reaction), the R 1somer of the alcohol was observed, clearty coming from the hydroiysis of the R-

acelate.
A direct determination of the absoiute configuration of alcohol (1) generated from the PLE °
15 hydrolysis product can be based on the NMR determination of the dlastereomer produced from the -

Mosher's esters.
O
1

Cl  CHy OH o ¢
Ty &G
Ci CH; c

o

\c'_'a
F ' F
S-1 (s){+)-a- A
Gl CHy el CH;)L@
OH :
cl Cl 6‘CH3
F F
A-1 (8)-(+)-x- B
methoxyphenyl
acetic acid

Compound A and compound B were symhesized using literature reported procedures in
20 Tetrahedron: Asymmetry 2002, vol. 13, p. 2283; Tatrshedron Latt 1988, vol. 29, p. 6211. These two
compounds are subjected for 'H-NMR experiments and the chemical shifts of the methyl groups of bath
compound A and compound B are compared to detenmine that compound A has the “S” configuration and
compound "B’ has the “R" configuration,
Synthesis of compound A: DCC (N,N'-diyclohexylcarbodiimide) (1.1 mmol) was added to a
25 solution of (s)<{+)-a-methoxyphenylacetic acid (1 mmol) In 5 mL of anhydrous THF. The reaction mixture
was stired for 15 min at room temperature under nitrogen atmosphere. Compound S-1 (1 mmol) and
DMAP (4-dimethylaminopyndine) (0.2 mmol) were added sequentially to the reaction mixture and the
resulting mixture was stimed at room temperature for 36 h. The mixture was evaporaied, triturated in
methanol, filtered, and concentrated to get a residue. The residue was purified by HPLC to glve compound
30 A
Synthesis of compound B: DCC (N,N'-dicyclohexyicarbodiimide) (1.1 mmol) was added to a
solution of {8)-{+)-a-methoxyphenylacetic acid {1 mmo}) In 5 mL of anhydrous THF. The reaction mixture
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was stirred for 15 min at room temperature under nitrogen atmosphera, Compound R-1 (1 mmol) and
DMAP (4-dmethylaminopyndine) (0.2 mmol) were added sequentially to the reaction mixture and the
resulting mixiure was stimed at room lemperature for 38 h. The mixiure was evaporated, trlurated in
methanol, filtered, and concentrated to get a residue. The residue was purified by HPLC to give compound
B.

3 imiz RAeaction Condiiions Using PLE-

PLE Is an enzyme produced by Roche and sold through Biocatalytics Inc as a crude esterase
preparation from pig liver, commonly known as PLE-AS (purchased from Biocatalytics as ICR-123, sold
as an ammonlum sulfate suspension). The enzyme Ia ciassified In the CAS raglstry as a "carboxylic-ester
hydrolase, CAS no. 8016-18-8°. The corvesponding enzyme classification number ls EC 3.1.1.1. The
enzyme is known to have broad substrate specificity towards the hydrolysis of a wide range of esters. The
lipase actlvity is determined using a method based on hydrolysis of ethylbutyrate In a pH titrator. 1 LU
(tpase unit) is the amount of enzyme which liberates 1 pmol titratable butyric acid per minute at 22 °C, pH
8.2. The preparation reported hereln (PLE-AS, as a suspension) is usually shipped as an opaqua brown-
green liquid with a declared activity of > 45 LU/mg (protein content around 40 mg/mL).

The main parameters optimized in this reaction were substrate and enzyme concentrations, pH,
and type of buffer. Most of the experiments were performed using the liquid form of the enzyme
commercially avallable as PLE-AS. The effect of the pH on this reaction was not very critical. A
reasonable range of pH to perform the reaction includes pH 6-8 with optimal rasuits at pH 8.0. Most
optimization experiments were then performed at room temperature. Buffers were tested: Tris, phosphate
and calcium acetate. The reaction can be performed in the three buffers with very similar results in the
range of 10-100 mM concentrahions. Other buffers that can be used \o carry out the reaction include 2-(N-
morphohino)athanesulfonic acld (MES), piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid) (PIPES), N,N-bis(2-
hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid (BES), 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS), N-(2-
hydroxyethyl)piperazyne-N'-(2-ethanesulfonic  acid) (HEPES), N-tis (hydroxymethyl)methyl-2-
aminoethanesulfonic acid (TES). tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIZMA), N-
tris{(hydroxymsthyl)methyliglycine (TRICINE), N,N-bis(2-hydroxyethyl)glycine (BICINE), N-
tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropanesulfonic acid (TAPS), or any other buffer with pKa values
belween 6 and 9. Normal stir rates wers used In all experiments (500-1000 rpm}. It was found that 5-10
% (v/v) enzyme content could efficiently catalyze the enzymatic reaction nearly as efficlent as 20 %. Pre-
mixing of enzyme and buffer foliowed by addition of substrate and strong stiming was found to be
beneficial 1o perfarm the reaction at minimum concentrations. Using those optimized conditions for
enzyme loads, substrate ioads from 0.2-2 M were tested and 1-2 M concentrations were found to afford
close to 50 % conversion within 24 h., Other forms of the enzyme not commercially avallable could also
be used, those inciude immobllized on solid supponi (such as ceramic, celite, Eupergit, acrylic beads, etc),
cross-linked enzymae crystals (CLECs), or cross-linked enzyme aggregales (CLEAs), ammonium sulfate
pellsis, or any other form In which activity and enantloselactivity can be preserved or enhanced.

Large-scale preparation of compounds A-1 and S-2 using pig liver esterase resolution of racemic
1-(2,6-dichioro-3-flucrophenyl)ethy! acetate (2) was performed according to Scheme 4.

A6
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To a 5 L. Reactor equipped with a pH electrode, an overhead stimer and a base addition line was
added the PLE-AS solution (0.125L) and 2.17 L of potassium phosphate buffer solution. A 718 Stat
Titrino-Metrohm pH titrator (Brinkman Instruments, inc) was used to perform the reaction. The potaasium
phosphate buffer solution was prepared by mixing 2.17 L of water, 15.6 mL of 1M K:HPO, solution and
6.2 mL of KH;PO..

Then, racemic 1-(2,6-dichioro-3-flucrophenvi)ethyl acetate (2) (250 g, 1 mol) was added. The
suspension was then stirred at room temperature for 22 h. The pH of the solution was mainialned at 7.0
by adding 2N NaOH. Reaction was followed by RP-HPLC looking at both conversion and % ee of the
product, and stopped after 51-52 % siarting materlal had been consumed (~240 mL of base added).

After reaction completion, methyi-tertbutyl ether (MTBE) (800 mL) was added, and the mixture
stirred for 6 min. The resulling emulsion was passed through a celite fliter pad and then transferred to a
soparatory funnel/extractor. This stage Includes slurring celite with deionized water and then pouring in a
Buchner funnel prepared the celite pad. Water filrate was discarded before passing the enzyme
emuision. Afier the Jayers were separated, the aqueous layer was extracted two more times with 800 mL
of MTBE each. The combined MTBE layers were dried with Na;SQ, and concentrated under vacuum to
afford 242 g of crude alcohol and acetate mixture.

4) Maximizing Yield tic Resolution Me BVB a Proc for bination
E afi lysig rifica nd Chemical Hydrolysls with Invergion

Once the enzymatic kinetic rasolution was developed, chemical convarsion of the *R-1" alcohol to
the "S-2" acetate was explored. The process was performed according to Schemse 5.
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To a 50 mL Jackeled flask equipped with a pH electrods, an overhead stirrer and a base addition
line (M NaOH), was added 1.2 ml of 100 mM potassium phosphale buffer pH 7.0 and 0.13 ml.of PLE AS
suspension. Then, compound 2 (0.13 g, 0.5 mmol, 1.00 aq) was added dropwise and the resulting mixture
was stired at room temperature for 20 h; maintaining the pH of the reaction constant at 7.0 using 1 M
NaOH. Both the conversion and ee's of the reaction was monhored by RP-HPLC, and stopped after 50%
starting material was consumed (approximately 17 hours under these conditlons). The mixture was then
axtracted three times with 10 mL of ethy! acelata io recover both ester and alcohol as a mixture of R-1 and
82

Methanesulfonyl chloride {0.06 mL, 0.6 mmol} was added to a solution of a mixture of R-1 and S-
2 (0.48 mmol) in 4 mL of pyridine under nitrogen atmosphere. The raaction mixture was stired at room

temperature for 3 h then evaporated 1o obtain an oll. Water (20 mL) was added to the mixture and then ,

EtOAc (20 mL x 2) was added to exiract the aqueous solution. The organic layers were combined, dried,
fitared, and evaporated to give a mixiure of R-3 and $-2, This mixture was used In the next step reaction
without further purification. 'H NMR (400 MHz, chioroform-D) O ppm 1.66 (d, /7.1 Hz, 3 H) 1.84 (d,
J=7.1 Hz, 3H) 2.08 (s, 3 H) 2.92 (s, 3 H) 6.39 (q, J=7.0 Hz, 1 H} 8.48 (q, /=6.8 Hz, 1 H) 6.8 - 7.07 (m, 1
H) 7.07 - 7.17 (m, 1 H) 7.23 - 7.30 (m, 1 H) 7.34 (dd, /=0.8, 4.80 Hz, 1 H).

Potassium acetate {0.027 g, 0.26 mmol) was added to a solution of a solution of a mixture of R-3
and $-2 (0.48 mmol) In 4 mL of DMF under nitrogen atmosphere. The reaction mixture was heated to
100° C for 12 h. Water {20 mL) was added to the reaction mixture and EtCAc (20 mL x 2) was added to
axtract the aquaous solution. The combined organic layer was dried, filtered, and evapcrated fo give an
all of §-2 (72 mg, 61% yield in two steps). Chirality @e: 97.6%. 'H NMR (400 MHz, chloroform-D) 0 ppm
1.86 (d, J=7.1 Hz, 3 H) 2.08 {s, 3 H) 6.39 (q, /6.8 Hz, 1 H) 7.02 (t, =8.5 Hz, 1 H) 7.22 - 7.30 (m, 1 H).

Sodium methoxide (19 mmol; 05 M in methanol) was added slowly to compound S-2 (4.64 g,
18 8 mmol) under a nitrogen aimosphere at 0 "C. The resulting mixture was stired at room temperature
for 4 hr. The solvent was evaporated and H,;O (100 ml.) was added. The cooled reaction mixture was
neutrallzed with sodlum acetate-acetic acid buffer solution to pH 7. Ethyl acetate (100 mL x 2) was added
to exiract the aqueous solulion. The combined orgenic layers was dried over Na,SO,, filtered, and
evaporated to obtaln S-1 a white solld (4.36 g, 84.9% yleld); SFC-MS: 97% ee. 'H NMR (400 MHz,
chloroform-D) O ppm 1.66 (d, /=6.8 Hz, 3 H) 5 58 (q, /=8.9 Hz, 1 H) 8,96 - 7.10 (m, 1 H) 7.22 - 7.36 (m, 1
H)

EXAMPLE 2

Enantigs ivg Big-Hedu 1-{2.6-dichl -y nyl)athanon

The cuirent process development was approached using whote cell catalyzed reactions as well
as commercially avallable enzymes. The procedure involved performing three main steps:

1) scresning of an intemal whole cel! {or 1solated enzyme) collection contalning mostly yeast and
fungal strains (commercially available aicohol dehydrogenases and ketone reductases);

2) performing reaction optimization on pH, temperature and the amount of enzyme and
substrate; .
3) developing a procedure for the recycling of biocatalyst.

a8
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Whole cell screening
The screening for sirains capable of doing the enantioselective reduction of 1-{2,68-dichloro-3-

fluorophenyl)ethanone was carried out as follows. Microbial siraing were grown from frozen stocks in a
96-well plate (5 pL/well). 200 pL. of sterile YM media (Difco media 271120) was inoculated in each well.
All strains were grown at 28° C and 250 rpm on a rotary shaker. Afier 2 days, substrate was added from a
10 % stock solution in ethanol to reach 1 mg/mL in each well. The piates were then shaken at the same
speed and temperature and the reactions analyzed after 2-7 days. The reactions were analyzed by HPLC
using a non-chiral column.

One hundred eighty eight different microblal stralns shown in Table 3 were disinbuted Into 86-well
plates and tested at substrate concentrations no greater than 1 mg/mL as described above. Thirty
different strains belonging to Rhodotorula, Neurospora, Rhodosporibium, Aerobasidium, and Candida
species were found showing the desired activity. All the strains displayed S selectivity. Those strains
were then re-screened and yeasts UC2387 belonging to Rhodotorula species was chosen for the
preparation of &1 at larger scales.

Table 3
TCC Num IATCC Number
traln name rain name
r other pr other F‘
|Ach 18101  |Rhodotorula sp. UC2401 |Hhadofomla ap.
[A'rcc 18818 Iﬂhodoromla diffiuens LIC2385 Candida sp.
TCC 14023 Iflhodororula mucliaginosa  JJC2486 hodosporiblum dibovstum
TCC 18813 [Rhodotorula butfonil iC2481 ]ﬁhodofom:a rubma
ETGC 20804 |[Rhodotorula graminis UC2454 [Hhodotmdula glutinis
ETGC 10858  |Cryptococeus flavus LIC2447 hodotorula sp.
TCC 24010 fhodororula javanica LUC2431 Sporobolomyces sp.
TCC 280854 Iﬂhodolomla bacarum LUC17612 lUnknown yeast
[ATCC 28322 "|ARodotonsa soncidi UC17613 [Unknown yeast
TCC 20837 thodotorula sp. LC2472 Iﬂ!wdotoruh rubra
TCC 20264  |Rhodotoruia 8p. LC2471 IRohadomla minuta
}\TCC 28135 {Rhodoforuia hordea LJC2468 IRhodotmuIa graminis
E\ch 22078 lﬂhadotorula araucariae JUC17463 lUnknown yoast
TCC 10859 lﬂhodotomla glutinis UC16748 IUnknown yeast
TCC 58914 Jflhodotomla futronensis LJC16508 [Unknown yeast
TCC 52903 meh phylioplana UC422p Rhodosporidium sphacrocarpum
TCC 52902 ]flhodotamln hinnulea LIC4235 |Rhodospan’a‘lum sphacr-warpum
TCC 52007 hodolorula armeniaca RIC4248 Il'hnsenula anomalg
%271 38  |Rhodotorula acuta C4254 |Candcda norvegensis

QO
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Table 3
TCC Numbe ATCC Number
p' other rain name L’l’ other klnln name
JATCC 32034 \Rhodotorula pustula UC4265 (Candida 2eylsnoldes
TCC 10658  |Rhodolorula minuta UC4261 [cptococous aibidus
TCC 42552  |Rhodotoruia matritensis LC4247 'Hansenlaspom uvarum
|ATCC 28883 |Rhodotorula sp. JC4255 Rhodotorula nubra
JATCC 76757 |Rhodotoruia ferviica u<:*.4eee Candida rugosa .
TCC 80776  |Rhodotorula aurantiaca C4282 Debaryomyces hanseni!
TCC 10855 |Rhodotorula aurantiaca LUC4248 Candide parapsiiosis
TCC 52823  |Rhodotoruia fujisanensis LCA256 \Dsbaryomyces hansenii
%c 90391  |Rhodotoruia lactosa UC4238 Saccharomuces cerevisal
Pﬁcc 32764 |Rhodotorula aurantiaca UC4272 iCandida tropicalis
ﬁcc 32768 |Rhodotorula graminis LJC4288 Trichosporan cutaneum
TCC 52002  |Rhodotorula nothofagl UC4242 laurenti
TCC 13548  |Cryptococcus laurenti! LUC4250 |Candida tenius
FTOC 16727  |Rhodotoruia graminis LJIC4259 Candida sp. '
F\ch 18176  |Rhodoftoruls iactosa UC4275 [Rhodotoruia ap.
TCC 16182 febasicliuminfirmo- LIC4289 |Candlda raghil
iniatum
TCC 886 la ap. LC4244 |Rhodasporidium sphacrocarpum
TCC 22046 Ehodororula lufisanensis  [UC4253 [Candida polymarpha
TCC22003  |Rhodolorula ingeniosa UC4263 Rhodotorula pliimanae
TCC 22875  |Rhodotorula hylophila UC4277 [Rhodolorula ghutinis
TCC 18800  |Rhodotorula bogoriensis  JUC4294 ndida norvegensis
TCG 34888  |Ahodoftorula muscorum UC 1767 Aerobasidium sp.
TCC 44533 |Rhodotorula pilat/ UC2387 Aerobasidium sp.
JTcc 24121 lhodotorula auriculariae  UC1827 {Bultera sp.
JATCC 18820 [Rhodtorula foliorum UC1846 Geotrichum sp.
qucc 28485 ichia pastoris UC1281 Candida sp.
JATCC 17607 — [Alcaliganes eunirophus UC1763 fléra sp.
TCC 998 lﬂhodococws rhodochrous UC1765 Aerobasidium ep.
%c 35411 [Lactobacilius kefr UC1247 |[Rhodotorula sp.
TCC 27337 I::tosrmptocm UC1256 Iqhodotomla sp.
erobius
JATCC 26012 |Hanssnula polymonphe UC1264 |Candida sp.
TCC 17798  [Chiostridium pe. UC1268 Cryptococcus sp.
%25619 lPseudomonas aursginosa  UC1278 Jﬁlhodotomla sp,
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able 3
TCC Numborki JATCC Number | °
p' other rain name L ther Ftnln name
JATCC 23073 [Pseudomanas putida UC1202 Iﬁnodaspodd:umsp
IAch 12276  |Asperglius niveus UC1200 JCWocoows sp.
ETCO 10438  |Peniciium decumbens LUCA ?1:_! |ayptooowus ap.
lQTCC g6815 Tharulaspora sp. RJIC1235 F&nd‘dﬂ sp.
FTCCHSO auveria sulfurences LUC1240 Cryptococcus sp.
Corynebacterium dyoxidans |JUC1184 Gandida sp.
Acinetobacter sp. UC1779 Asrobasidium sp.
Mucar ciranelloides UC1185 IRhodotroula ep.
TCC 22792 IP:podascus uninucleatus UC1190 Rhodotrouls sp.
TCC 12075 ]Ijhodococws fascians ‘UC1192 IRhadospoﬂdlum sp
chc 7024  [Mucor racemosum UC1186 ndida sp.
ETCC 11048  |[Rhodococeus erythropolls  JJC5113 Aerabasidium mansanll
ETGC 9662 lducor rammanianus UC5008 lCUp!ooowus laurentii var laurenti
TCC 20670  |Hhodococous rhodochrous  [JC5084 |Cryptovoccus Jaurentil var laurentii
RRL Y-164 chizosaccaromyces pombe UC4317 ICandlda tenius
IATGC 10813 [S. uvarum JC4310 ,ﬁ_hadotamh 8p.
TCC35047 Thermoanaerobacter broki  JC5110 lGandida gulllermondii
TCC 10788 Rhodotorula loruloides UCS5083 |Cryptococeus laurentii var laurenti
TCC 35081 Sulfolobus solfataricus UC4327 Rhodolorula rubra
IATCC 8527 Closlridium kiuyver-anaerobic)JC4318 ndida curvaia
INeurospora crassa LC4309 Rhodotorula rubra
Yarrowia lipolvtica LJC5103 ~ |Gandida sp.
Rhodococcus sp. UC5089 {Hanseniaspora uvarum
E!onismlla ramanniana UC4324 ICr)ptowccus 8p.
Ech 10840 eckera corticls UC4315 Icandida sp.
ETOC 10679 I variablis UJC4305 Jgndlda tenius
TCC 39213  |Pseudomonas putida UC5101 IMarschinkoMa bucuspibata
ATCC 49087 Eadllus simplex UC5088 JHansenuIa anomals
C 2390 |Hhodororula Sp. C4321 ICIyprococws albidus var aibidus
[JC2387 Fhodo:om:a Sp. UC4313 Ycandida lipolytica
Eczaaa Emamorula minuta UC4304 Candida tropicalis
2385 ICowoccus 8p. LIC5100 Candida norvegensis
E§2371 ]Candlda sp. UC5087 Candida krusel
EC2419 Candida sp. UC4319 4|Lom!obsls candida
P02411 hodotorula sp. UC4312 Trichosporum cutaneum
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Table 3

TCC Numbe Pch Number

raln name rain name

r other or other
FC2405 IDsbaryomyms sp. UC4207 - |Sacharomyces laurent!
WQ?E 'Unkmwn ysast LC4289 IUnknown yeast
PGQQBB [Unknown yoast LIC4244 Jgnknown yoast

C4242 [Unknonm yoast LJC4253 lUnknonm yoast

50 Enknown yeast LC4263 IUnknown yoast

C4259 [Unknown yeast LC4277 IUnkmm ysast

IlTC4275 Unknown yeast LUC4204 Jgnknown yoeast

eductlon of 1-(2.6-dichlorp-3-fiuoroph etha ing R ia in Y2-UC238
Bio-reduction of 1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanocne  to  (15)-1-{2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethano! {S-1) using Rhodutonsa sp. strain Y2-UC2387 was performed according to Scheme
6 as follows below

Scheme 6

c
H,
57% conversion
v

F

A two-stage fermemation pracaduru was eat up where pre-culture (firét stage) was grown from
fresh inoculum (colony picked from agar plate) in shake flasks for 2 days. The second stage culture was
started by adding pre-culture to fresh media (1/50-1/100 dilution) and the reauiting culture was grown for 1
day before substrate was added from a 10% ethano} solution. YM media {Difco media 271120) wae used
for both liquid cultures as well as the agar based plates. For the reduction of 2 g (9.6 mmol) of 1-(2,6-
dichloro-3-fluorophenyl)ethanone, a 1L preparation was needed. The first stage cufture contained 10 mL
YM and the whole culture was used to inoculate the second stage culture {1 1). After growing for 3 days,
substrate was added neat and reaction stived for 7 days. Both the converslon of 1<{2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanone to the desired Isomer of the alcohol S-1 and ee of S-1 were monitored by RP-
HPLC. The reaction was stopped after 57 % conversion was reached when yeast cells were removed by
centrifugation at 5,000 rpm. The remaining starting material and the desired product were recovered by
extraction (three times with 0.5 volumes of ethyl acetate).

&



10

15

20

25

30

35

WO 2006/021885 PCT/IB2005/002839

Substrate concentration in the range of 1-20 glL was tested, and 2.5 g/l chosan bascause i
allowed the bast space-time yield (~0.5g/1/d) correspanding to a product formation rate of 0.1 g per gram
of microorganism per day. The yields of isolated product are in the range from 50 to 100%. The poor
solubility of the precursor in water < 2.5 g/L prevents the use of higher substrate loads. Non ionic XAD
resins {produced by Rohm and Hass) known to adsorb organic compounds (according to a paper by
D'Arrigo, 6t al, Tetrahedron: Asymmetry, 1997, vol. B, pp. 2375-2379) could be used for the entrapment of
the substrate or product {mostly to provide a slow release of substrate and to avold toxicity of substrate to
cells or enzyme Inhibition). This technique allows the use of substrate loads of 20 g/L or higher.

Calis immobllized in calcium alginate according to the procedure by Rotthaus, et al, Tetrahedron,
2002, vol. 58, pp. 7291-93, proved to bs a practical solution for the recycling and better use of the
catalyst. The entrapped yeast cells were more resistant to mechanical stress and at the same tme,
significant improvements in the recovery of products were observed. Substrate loads similar to the ones
observed with whole cells were alsc sean,

Screening of the Commercially Available Enzymes
The screening for enzymes capable of doing the enantioselactive reduction of 1-(2,6-dichloro-3-

fluorophenyl)ethanone was camed out as follows. 27 different ketone reductases (purchased from
Blocatalytics, Inc as 8 KRED-M27 KIY), as well as 4 alcohol dehydrogenases (horse liver alcohol
dehydrogenase (HLADH), yeast alcohol dehydrogenase, Thermoanaerobium brokdli alcohol
dehydrogenase and Lacfobacillus kefir alcohol dehydrogenase) avallable from Sigma Aldrich, were
tested. The Krad enzyme reactions were performed at 1 mg/mL subsirate load and using NADPH as the
reducing agent. Aloohol dehydrogenases were tested using both NADH and NADPH. Only horse liver
aicohgl dehydrogenase (HLADH) catalyzed the selective reduction of 1-(2,8-dichioro-3-
fluorophenyl)ethanone to afford (S5)-1 according to Scheme 7.

| OH
G'I. m."
HLADHNADH *
c o
Phosphate buffer F }

pH 7.0

Scheme 7

55 % conversion

HLADH has been previously reported for the reduction of multiple substrates (it acts as an E3
type ADH according to Nakamura, et &/, Tetrahedron asymmetry, 2003, vol. 14, pp. 2659-2681) following
the prelog's rule {Prelog, V, Pure App. Chem., 1984, vol. 9, 118).

Tablo 4 contains the substrate to enzyme {S:E) ratios evaluated.

A
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Table 4
Ratio Convarsion (%)
'SE NADPH NAD Rx tme(h)

11 é 15 18

12 13 25 18

1:5 20 41 18

1:10 42 55 64
Compound $-1

{15)-1<{2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethano)

Cl

OH
Cl

F
Compound $-1 was purified from the staring material ketone by flash chromatography (eluting

with 15-20% EtOAc in hexanes) to give compound S-1 as a coloress oil (229.8 mg; 1.1 mmol); SFC-MS:
100%see. 'H NMR (400 MHz, MeOD) ? ppm 1.58 (d, J=7.1 Hz, 3 H) 5.61 (q, /6.8 Hz, 1 H) 7.14 (t, J=8.8

Hz, 1 H) 7.35 (dd, J<8.0, 4.8 Hz, 1 H).

Receptor Tyrosine Kinase Inhibilorg

(1 5)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethancl was used as an intermediate In chiral synthesis of
human hepatocyte growth factor receptor tyrosine kinase Inhibitors according to Scheme 8 and synthetic
procedures described below.
Scheme B

5
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Cl N
®» 0
H N
N Ha
7 H Hy
o
F Hy N
| L_NH
I
HaN” TN
g8 PF-00851623
5 Ki=5nM
Compound 3
3-{(1 A)-1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethoxy}-2-nitropyridine
Cl
e
P
O:N" N
10 3-Hydroxy-2-nitropyridine (1756 mg, 1.21 mmol), tiphenyiphosphine (440 mg, 1.5 mmol} were

added sequentially to a stirred solution of §1 (226.8 mg, 1.1 mmol) in THF (10 mL) under a nitrogen
atmosphere. The reaction mixture was mamntained at room temperature for 1 h and then diisopropyl azo-
dicarboxylate (0.34 mL, 1.85 mmol) was added at 0° C. The mixture was stirred for an addlitional 12 h,
The reaction mixture was evaporated under vacuum to give an oil. The residue was purified by flash
15 chromatography (eluting with 2025% EtOAc in hexanes) to give compound 3 as a white solid (321.5
mg; 0.97 mmol; 88.3% yleld); MS (APCI) (M+H)® 331; SFC-MS: 09.5%ee. 'H NMR (400 MHz,
CHLOROFORM-D) § ppm 1.85 (d, /<6.6 Hz, 3 H) 6.10 (q, J~6.6 Hz, 1 H) 7.04 - 7.13 (m, 1 H) 7.21 (dd,
8.5, 1.14 Hz, 1 H) 7.30 (dd, /=90.0, 4.9 Hz, 1 H) 7.37 (dd, ..=8.6, 4.6 Hz, 1 H) 8.04 (dd, /4.8, 1.3 Hz, 1

H).

56
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Compound 4
3-{(1A)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethoxy]pyridin-2-amine
C
E CH;
e
L
HaN™ N

Iron (365 mg) was added to a stirred solution of compound 3 (321 mg, 0.87 mmal) in & mixture of
EtOH (2 mL) and 2M HCI (0.2 mL) a1 0* C The resulting solution was heated to 85° C for 2 h. Celite (0.5
g) was added to the cooled reaction mixture. This mixture was fitered over a bed of celite and
avaporated to give compound 4 as a dark oil. MS {(APCI) (M+H)* 301. Compound 4 was used in the next
step reachon without further purification.

Compound 5
3-[(1A)-1<{2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethoxy]-5-lodo-pyridin-2-amine
cl
F Ha
a )
P
HN” N

Periodic acid (60 mg, 0.24 mmol), lodine (130 mg, 0.5 mmol), and sulfuric acid {0.03 mL) were
added sequentlally to a stirred solution of compound 4 (0.87 mmot) in a mixture of acetic acid (3 mL) and
HeO (0.5 mL). The resulting solution was heated to 80° C for 5 h, The cooled reaction mixture was
quenched with Na;SO, (80 mg) and basicified with sat. Na;COs3 (2 x 100 mL) to pH 7. CHCl; (2 x 50 mL)
was added 10 extract the aqueous solution. The combined organic layers were dried over Na;SO, then
filtered and concentrated under vacuum. The residue was purified by Hlash chromatography (eluting with
35—-40% EtOAc In hexanes) to give compound 6 as a yellow oll (254 mg; 0.6 mmol; 61.6% yield); MS
(APCI) (M+H)* 426. 'H NMR (400 MHz, chioroform-D) & ppm 1.81 (d, /6.8 Hz, 3 H) 4.88 (s, 2 H) 5.88
(q, /=8.57 Hz, 1 H) 8.86 (d, J=1.5 Hz, 1 H) 7.08 (dd, /=0.0, 8.0 Hz, 1 H) 7.31 (dd, /8 8, 4.8 Hz, 1 H) 7.78
(d, ==1.8Hz, 1 H).

Compound 8
tert-Butyl 4-[4-(4,4,5,5-tetramethyi-1,3,2-dloxaborolan-2-yl)benzoyl]piperazine-1-carboxylate

51
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HsC Q o
HaC
e O~
HaC {"_3
N
\fo CHy
1,1'-carbonyl-diimidazole (360 mg, 2.2 mmol) was added to a solution of 4-(4,4,5,5-tetramethyl-
1,3,2-dioxaborolan-2-yl)benzoic acd (515 mg, 2 mmof) in CH;Ck (50 mL) under inert atmosphere. The
reaction mixture was stimed at room temperature for 30 min and then tert-butyl-1-piperazine-carboxylate
(390 mg, 2 mmol) was added. The resulting suspension was stirred for 12 h under inert atmosphere. The
mixture was poured into H:O (50 mL) to stir and CH,Cl, (2 x 50 mL) was added to extract the aqueous
solution. The combined organic layers were dried, filtered and concentrated to give a colorless oil
residue. The rasidue was purified by flash chromatography {eluting with 20+25% EtOAc in hexanes) to
give compound 6 as a white solid (481 mg; 1.1 mmol; 55.4% yield); MS (APC)) (M+H)* 417. 'H NMR (400
MHz, chloroform-D)} & ppm 1.34 (8, 12 H) 1.45 (8, 9 H) 3.26 - 342 {m, 4 H) 3.44 - 3.58 (m, 2 H) 3.66 - 3.89
(m, 2 M) 7.37 (d, =8.1 Hz, 2 H) 7.84 (d, J=8.1 Hz, 2 H).

Compound 7
tert-Butyl 4-{4-{6-amino-5-{(1 A)-1-(2,8-dichloro-3-flucrophenyl)ethoxy]pyridin-3-
yl}benzoyl)piperazine-1-carboxylate

C 0
V@Eﬁ“’ N

C O A~ '\,N\FO

HN” ~N? o}(c“a

Compound 6 (300 mg, 0.72 mmol) was edded to a solution of compound & (254 mg, 0.6 mmal) In
7 mL of DME (ethylene glycoldimethyl ether). The mixture was purged with nitrogen several imes and
then dichlorabis(triphenylphsophino) palladium (ll) (50 mg, 0.06 mmol) was added. Sodium carbonate
(200 mg, 1.8 mmol) in 1.5 mL of HzO was added 1o the reaction mixture and the resulting solution was
heated to 85 °C for 12 h. Water (50 mL) was added to the reaction mixture 10 quench the reaction.
EtOAc (2 x 50 mbL) was then added to extract the aqueous solution. The combined EtOAc layer was
dired, #ihered, and evaporated to give a brown yellow ol residue. The residue was purified by silica gel
chromatography (eluting with 76-80% EtOAc in hexanes) to give compound 7 as a white solid (255.5
mg; 0.43 mmol; 72.9% yield); MS [APCI) (M+H)* 588. "H NMR (400 MHz, chioroform-D) & ppm 1.45 (s, 9
H) 1.85 (d, J=6.8 Hz, 3 H} 4.82 (8, 2 H) 6.10 (q, /=6.8 Hz, 1 H) 6.97 (d, J=1.8 Hz, 1 H) 7.01 - 7.10(m, 1 H)
7.29 (dd, J=9.0, 4.9 Hz, 1 H) 7.36- 7.42 (m, 3 H) 7.58 - 7.64 (m, 1 H) 7.87 (d, J=1.5 Hz, 1 H).

ZS
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Compound 8
34{(1 R)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethoxy]-5-{4-{piperazin-1-yicarbonyl)phenyf]-pyridin-z-amins

e ot

-
HoN” N

Hydrochioric acid (1.3 mL, 4.8 mmol) was added to a solution of compound 7 in ethanol (10 mL).
The reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h and then was evaporated under vacuum to

give an oil. The residue was purified by flash chromatography (eluting with 25—40% CH,OH In EtOAc) 1o *

give compound B as a white solid (180.4 mg; 0.37 mmol, 85.2% yield), MS (APCI) (M+H)* 489; SFC-MS:
100%ee. 1H NMR (400 MHz, MeOD) & ppm 1.88 (d, /8.8 Hz, 3H) 2.92 -3.21 (m, 4 H) 3.58 - 4.07 (m, 4
M) 6.21 (q, /=6.8 Hz, 1 H) 7.02 (d, J~1.8 Hz, 1 H) 7.18 - 7.27 (m, 1 H) 7.41 - 7.45 (m, 1 H) 7.48 (s, 4 H)
7.78 (d, J=1.8 Hz, 1 H). Anal. Calcd for CoHzCLFNWO#2 HCle1.25 H;O C: 49.28, H: 4.74, N: B.58.
Found C; 49.53, H: 4.82, N: 9.29. '

While the invention has been illustrated by reference to specific and praferred embodiments,
those skilled in the art will recognize that variations and modifications may be made through routine
experimentation and practice of the invention. Thus, the invention is intended not to be limited by the
foregoing dascription, but to be defined by the appended claims and their equivalents.

The antire disclosure of patents and patent applications and non-patent publications cited in the
present specification is incorporated by referance.

£
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5 WeClaim:

1. (18)-1-(2,8-dichloro-3-flucrophanyl}ethancl that is at least 85% free of (1A)-1-{2,6-dichioro-3-
fluorophenyl)ethanol.

10 2 A method of separating enantiomeric 1-(2,6-dichloro-3-flucrephenyl)ethanol esters of formula (1):

N

H,

wherein R I8 hydrogen, C, -Cx -alkyl, C3 -Cg -cycloalkyl, Cy -Ci4 -aryl, Gy -C,5 -arylalkyl, C; -Cy, -aikoxy,
Ci-Cx -alkylamino, wherein said hydrocarbon radicals can optonally be monosubstituted or
15 polysubstituted with hydroxyl, formyl, oxy, C,-C, -alkoxy, carboxy, mercapto, sulpho, amino, G-Cq -
alkylamino or nitro or halogen,
" the method comprising the steps of:
contacting the 1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol esters of formula (1) with a biocatalyst in an
aqueous solution, an organic solvent, or a mixture of organic and aqueous solvents wherein only one
20 enantomer Is selectively hydrolyzed to glve an optically active isomer of 1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol and an unreacted optically active isomer of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol
ester, and
separating the optically active isomer of 1-{2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol from the unreacted
aoptically active 1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyf)ethancl ester.

25
3. A method for preparing (1S5)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophanyl)ethancl comprising the steps of:
contacting of a mixture of enantiomeric 1-{2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethano! esters of formula
(n:
0
a )kn
CH,
F
30

wherein R is hydrogen, C; -Cqq -alkyl, Cy -Cy -cycloalkyl, Cs -C14 -aryl, C; -Cy; -arylalkyl, C, -Cx -alkoxy,
Ci-Cx -alkylamino, wherein said hydrocarbon radicals can optionally be monosubstituted or
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polysubstituted with hydroxyl, formyl, oxy, C,-Cq -alkoxy, carboxy, mercapto, sulpho, amino, C4-Cy -
alkylamino or nitro or halogen,

with a biocatalyst in an aqueous solution, an organic solvent, or a mixture of organic and aqueous
solvents whareln only (A)-enantiomer is selectively hydrolyzed to give a mixture of (1R)-1-(2,6-dichloro-3-
flucrophenyi)ethanol and a (15)-1-{2,8-dichloro-3-fluorophenyl)-ethanol ester;

converting the mixture of (1A)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanc! and the (1S)-1-(2,6-dichloro-
3-fluorophenyl)ethanol ester to (15)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol; and

racovering (15)-1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol.

4, The method according to Claim 3, wherein the converting step comprises:

a) reacting (1A)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol in the mixture of (1A)-1-(2,6-dichloro-
3-fiuorophenyl)ethanol and the (15)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol ester with an organic sutfonyl
halide in an aprotic solvent 10 form a mixture of an organic sulfonic acid ester of {1A)-1-{2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol and_the (18)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophanyl)ethano! ester;

b} further reacting the organic sulfonic acid ester of (1R)-1-(2,8-dichloro-3-
flucrophenyl)ethanol in the mixture of the organic sulfonic acid ester of (1A)-1-{2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol and the (1S5)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol ester with an alkali metal salt of
an aliphatic carboxylic acid in an aprotic solvent to form a mixture of an aliphatic carboxylic acid ester of
(18)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol and the (15)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophsnyf)ethanol ester; and

c) transforming the mixture of the aliphatic carboxylic acid ester of (15)-1{2,6-dichioro-3-
fluorophenyl)ethanol and the (15)-1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol ester into (15)-1+(2,6-dichloro-3-
fivorophenyl)ethanol.

5. The method according to Claim 4, wherein the transforming step c)
cOmprises;

solvolyzing the mixture of the aliphatic carboxylic acid ester of (18)-1-(2,8-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol and the (1S)-1-(2,6-dichloro-3-flucraphenyl)ethanol ester in an alcoholic or aqueous
solvent in the presence of a basic substance to form (15)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol.

6. The method according to Claim 5, wherein In the transiorming step c)

the mixture of the aliphatic carboxylic acid ester of (15)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyljethanol and the
(18)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethano! ester Is solvolyzed in methanol in the presence of sodium
methoxide to form {15)-1-(2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol.

7. The method according to Claim 6, wheraln;

R is methyf;

in the reacting step a) the orpanic sulfonyl halide is methanesulfonyl chloride, the aprotic solvent
is pyridine;

in the reacting step b) the alkali metal salt of aliphatic carboxylic acids 1s potassium acetate,
the aprotic solvent is dimethylformamide. '
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8. The method according to Clalm 3, wherein the biocatalyst is an enzyme selected from the group
consisting of Amano D (A. delemar lipase), Amano AY (C. rugosa lipase), Amano F (R. oryzae lipase) and
pig liver esterase.

8. The method according to Claim 8, wherein the enzyme is used in an amount of 0.1 to 100 parte
by weight based on 100 parts by weight of the mixture of enantiomeric 1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol esters, '

10. The method according to Claim 3, wherein the contacting step of the mixture of enantiomaeric 1-
(2,6-dichloro-3-flucrophenyl}jethanol esters with the biocatalyst is camed out in an aqueous solution at 0 to
60 °C with maintenance of pH at 4 to 12.

11. A method for preparing an optically active Isomer of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyt)ethanol
comprising the step of reducing 1-(2,8-dichloro-3-fluorophenyl)sthenone by a biocatalyst In an
enantioselective manner in an aqueous solution, an arganic solvent, or a mixture of organic and aquecus
solvents to give said optically active isomer of 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol.

12 The methed according to Claim 11, further comprising the step of recovering said optically active
isomer of 1-(2,8-dichioro-3-fiucrophenyl)ethanol.

13 The method according to erther of Claims 11 or 12, wherein said optically active isomer of 1-(2,8-
dichloro-3-fluorophanyl)ethand! is (1 5){2,6-dichloro-3-flucrophenyl)ethanol.

14. The method according to any of Claims 11-13, wherein the biocatalyst is an enzyme.

15. The method according to any of Claims 11-14, wherein the enzyme Is horse liver alcohol
dahydrogenase.

£2
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BIOTRANSFORMACION ENANTIOSELECTIVA PARA LA PREPARACION
DE INTERMEDIOS DE INHIBIDORES DE LA PROTEINA TIROSINA
QUINASA

Campo de la invencién

Esta invencién se refiere a procedimientos para preparar
estereocisémeros enantioméricamente puros de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol que son intermedios dtiles en la sintesis de analogos de 2-
aminopiridina unidos a éter, enantioméricamente enriquecidos que inhiben
potentemente la autofosforilacion del receptor de factor de crecimiento de
hepatocitos humanos y por lo tanto pueden ser utiles en el tratamento de

cancer y otros trastornos hiperproliferativos.

Antecedentes de la invencién

Las estrategias para obtener un enantiémero individual de un compuesto
han llegado a ser importantes en el descubrimiento de farmacos debido a que
menudo un enantibmero es un farmaco eficaz mientras el otro enantidmero
tiéne actividad biolégica indeseable. De manera ideal, se disefia una sintesis
asimétrica para producir solamente el enantibmero deseado.
Desafortunadamente, mas a menudo que no, una sintesis asimétrica no se
puede disefiar o es prohibitivamente cara.

Aunque 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona se redujo
enantioselectivamente a (1R)-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol con una pureza
enantiomérica de 96% de exceso enantiomérico (ee) usando un agente
reductor preparado a partir de borohidruro de sodio, cloruro de tnmetilsililo y

una cantidad catalitica de (S)-a,a-difenilpirrolidinametanol (Jiang y col,,
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Tetrahedron Lett., 2000, vol. 41, pp. 10281 - 10283), no existe una sintesis
quimica disponible para producir (1S)-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol, que es
un intermedio en la sintesis de ciertos analogos de 2-aminopiridina unidos a
éter, enantioméricamente enriquecidos que inhiben potentemente la
autofosforilacién del receptor de factor de crecimiento de hepatocitos humanos
(HGFR o ¢-MET). Los ejemplos de inhibidores de ¢-MET (HGFR), su sintesis y
uso, se pueden encontrar en la solicitud de patente de Estados Unidos N2 de
serie 10/786.610, titulada “Aminoheteroaryl Compounds as Protein Kinase
Inhibitors”, presentada el 26 de febrero de 2004, y la solicitud internacional
correspondiente PCT/US2004/005495 del mismo titulo, presentada el 26 de
febrero de 2004, cuyas descripciones se incorporan en esta memoria
descriptiva como referencia en su totalidad.

Los intentos de los inventores para preparar (1S)-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol con pureza enantioméricamente adecuada mediante
reduccion quiral de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona usando diferentes
reactivos quimicos, por ejemplo, complejo (R)-2-metil-CBS-
oxazoborolidina/BHz-dimetilsulfuro (BMS) (J. Am. Chem. Soc. 1987, vol. 109,
pp. 7925); borohidruro de sodio, cloruro de trimetilsililo y una cantidad catalitica
de (S)-o,a-difenilpirrolidinametanol (Jiang y col., Tetrahedron Lett., 2000, vol.
41, pp. 10281 - 10283); complejo oxazaborolidina/BHs-dimetilsulfuro (BMS) (J.
Org. Chem. 1993, vol. 58, pp. 2880); y (-)-(B)-clorodiisopinocanfenilborano
(DIP-CI) (Tetrahedron Letit. 1997, vol. 38, pp. 2641), no tuvieron éxito.

Se sabe que los alcoholes enantioméricamente puros se pueden
producir mediante reduccidén estereoselectiva usando biocatalizadores tales

como enzimas 0 microorganismos. Por ejemplo, 1a fenilacetaldehido reductasa
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de la cepa ST-10 de Corynebacterium tiene un intervalo amplio de sustrato y
reduce diversas cetonas aromaticas proquirales y B-cetoésteres para producir
alcoholes secundarios épticamente activos con una pureza enantiomérica de
mas de 98% de exceso enantiomerico (ee). ltoh y col., Eur. J. Biochem., 2002,
v. 269, pp. 2394 - 2402. Segun una revisién sobre desarrollos recientes en la
reduccion asimétrica de cetonas con biocatalizadores, por ejemplo, para la
reduccién de 2-metil-3-oxobutanoato de etilo, Klebseilla pneumoniae IFO 3319
de 450 cepas Dbacterianas se encontrd que proporcionaba el
(2R,3S)hidroxiéster correspondiente con > 99% de ee. K. Nakamura y col
Tetrahedron: Asymmetry, 2003, vol. 14, 2659 - 2681. La patente de Estados
Unidos N¢? 5.310.666 describe una cepa de Rhodotorula rubra, que reduce
pentoxifilina a 100% para producir el S-alcohol. La patente de Estados Unidos
6.451.587 proporciona procedimientos de reduccién asimétrica microbiana para
preparar el alcohol (R)-2-cloro-1-[6-(2,5-dimetilpirrol-1-il)piridin-3-illetanol a
partir de la cetona 2-cloro-1-[6-(2,5-dimetilpirrol-1-il)piridin-3-illetanona. Las
patentes de Estados Unidos Nimeros 6.642.387 y 6.515.134 describen la
preparacién de ciertos derivados de hidroxietilpiridina dpticamente activos que
usan reduccidn microbiana. La patente de Estados Unidos N2 5.391.495
describe la reduccién estereoselectiva de ciertos compuestos de sulfonamida
que contienen ceto para formar los compuestos correspondientes que
contienen grupo hidroxilo utilizando un microorganismo o una enzima capaz de
catalizar la reduccién. Los biocatalizadores de células enteras se usaron para
reducir 3,4- diclorofenacilcloruro para proporcionar la (R) o (S)-clorohidrina con
altos rendimientos y de buenos a altos ee. Barbien y col., Tetrahedron

Asymmetry, 1999, vol. 10, pp. 3931 - 3937. Se obtuvo 1-feniletilalcohol no
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racémico de configuracién R y S y de alta pureza enantiomérica mediante bio -
reduccibn de acetofenona en ambiente de hexano anhidro no acuoso.
Zymanczyk - Duda y col., Enzyme Microbiol. Technol., 2004, vol. 34, pp. 578 -
582. El documento WO 02/077258 describe la preparacién de ciertos derivados
de (S)-1-(2,4- sustituido-fenil)etanol mediante reduccién microbiana. Sin
embargo, la reduccién microbiana y enzimética estereoselectiva de 1-(2,6-
dicloro-3- fluorofenil)etanona no se ha conocido.

Como alternativa, se puede separar la mezcla de enantiomeros. Sin
embargo, las mezclas de enantidmeros son dificiles, y a menudo imposibles, de
separar debido a que las propiedades fisicas de los enantidmeros son idénticas
con respecto a las sustancias quirales y solamente se pueden distinguir por su
comportamiento con respecto a otras sustancias quirales. Se han utilizado
procedimientos cromatograficos que usan una fase sélida quiral para separar
las mezclas enantioméricas, pero los soportes sélidos quirales son costosos vy,
tipicamente, la resolucién es escasa.

Un procedimiento alternativo de separacion de mezclas enantioméricas
es haciéndolas reaccionar con un reactivo quiral. En este procedimiento, la
mezcla de enantibmeros reacciona con el reactivo quiral para formar
diasterebmeros que son distinguibles entre si basandose en sus propiedades
respecto a sustancias quirales, y por lo tanto, se pueden separar mediante
técnicas tales como recristalizacién y cromatografia. Este procedimiento
requiere tiempo largo y da como resultado pérdida de rendimiento debido a que
requiere dos etapas adicionales de reaccion (es decir, una reaccién para anadir
el auxiliar quiral a los enantidbmeros y la otra reaccion para eliminarlo después

de que los diastereémeros se hayan separado).

46
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En algunos casos, un reactivo quiral reaccionard mucho mas rapido con
un enantidmero que con otro el enantidmero en la mezcla enantiomérica. En
este caso, el enantibomero que reacciona mas rapido se puede eliminar antes
de que se forme el otro enantibmero. Este procedimiento también necesita dos
etapas adicionales de reaccion para afadirle auxiliar quiral y eliminarlo después
de la separacion.

Los procedimientos descritos anteriormente no se pueden aplicar
siempre con éxito a un sistema particular, y cuando se pueden aplicar, son a
menudo caros, requieren largo tiempo y dan como resultado pérdida en
rendimiento. Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos procedimientos para
obtener un enantiémero individual a partir de una mezcla enantiomérica.

Se sabe que se puede lograr la resolucion quiral de compuestos usando
enzimas, tales como esterasas, lipasas, y proteasas o microorganismos. Por
ejemplo, la patente de Estados Unidos N2 6.703.396 describe la resolucion
quiral de una mezcla racémica de enantiGmeros de nucledsidos basdndose en
hidrélisis enzimatica de ésteres de C5'-nucledsidos. La patente de Estados
Unidos N2 6 638.758 describe la resolucién enzimatica de ésteres racémicos de
lactama usando un biocatalizador, tal como una enzima 0 un microorganismo.
La patente de Estados Unidos N 5.928.933 describe una enzima con un valor
de exceso enantidmerico de 95% para ésteres alquilicos de N-(alcoxicarbonil)-
4-ceto-D,L-prolina como resultado de experimentos extensos para especificidad
de reaccion de 44 enzimas, incluyendo proteasas, lipasas y esterasas. La
preparacion de ciertos alcoholes secundarios 6pticamente activos mediante
combinacién de hidrélisis enzimatica y transformacién quimica se describe, por

ejemplo, en Danda y col., Tetrahedron, 1991, vol. 47, pp.8701 - 8716; Vanttinen

i



10

15

20

y col., Tetrahedron: Asymmetry, 1995, vol. 6, pp. 1779 - 1786; y Liu y col,,
Chirality , 2002, vol. 14, pp. 25 - 27.

Aunque los biocatalizadores son muy Utiles para la separaciéon de
mezclas de enantidmeros, debido a la selectividad para enantimeros y la
pureza éptica de producios puede variar dependiendo de la eleccion de una
enzima o microorganismo y de las estructuras quimicas de sustratos, se
requieren esfuerzos intensivos para encontrar combinaciones de
biocatalizadores adecuad.os para sustratos. Especialmente, en ninguna parte
se encuentra un procedimiento para separar ésteres 1-(2,6-dicloro-3-

fluorofenil)etandlicos enantioméricos usando un biocatalizador.

Resumen de la invencion

Se proporcionan procedimientos para preparar estereocisémeros
enantioméricamente puros de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

En una realizaciéon, la presente invencién proporciona (1S)-142,6-
dicloro-3-fluorofenil)etanol que esta al menos 70% libre de (1R)-1-(2,6-dicloro-
3-fluorofenil)etanol; preferiblemente al menos 80% libre de (1R)-1-(2,6-dicloro-
3-fluorofenil)etanol; mas preferiblemente al menos 90% libre de (1R)-1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil}etanol; y lo mas preferiblemente al menos 95% libre de
(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

En ofra realizacién la presente invencién proporciona un procedimiento
de separacion de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanélicos enantioméricos

de féormula (1):
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CH,

Cl

en la que R es hidrogeno, alquilo Cq - Ca, cicloalquilo C; - Cg, arilo Cg -
C14, arilalquilo C; - C45, alcoxi Cy - Cyy, 0 alquil Cy - Cooamino, en la que dichos
radicales hidrocarburo pueden estar opcionalmente monosustituidos o
polisustituidos con hidroxilo, formilo, oxi, alcoxi C; - Ce, carboxi, mercapto,
sulfo, amino, alquil C - C¢ amino, nitro o0 halégeno,

comprendiendo el procedimiento las etapas de:

poner en contacto los ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanélicos de
férmula (1) con un biocatalizador en una solucion acuosa, un disolvente
organico, o una mezcla de disolventes orgdnicos y acuosos en la que
solamente un enantibmero se hidroliza selectivamente para proporcionar un
isémero opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofeniljetanol y un isémero
opticamente activo sin reaccionar de éster 1-(2,6-dicloro-3- fluorofenil)etandlico,
Y

separar el isdmero Opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol del éster 1-(2,6-dicioro-3-fluorofenil)etandlico &pticamente
activo sin reaccionar.

Todavia en otra realizacion, la presente invencidn proporciona un

procedimiento para preparar (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol que
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comprende las etapas de:
poner en contacto una mezcla de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlicos enantioméricos de férmula (i):

0

A

R
CH,

Cl

en la que R es hidrégeno, alquilo Cy - Cz, cicloalquilo C; - Cg, arilo Cg -
Ch4, arilalquilo C7 - Cy5, alcoxi C4 - Czp, 0 alquil Cy - Czg amino, en la que dichos
radicales hidrocarburo pueden estar opcionalmente monosustituidos o
polisustituidos con hidroxilo, formilo, oxi, alcoxi Cy - Cg, carboxi, mercapto,
sulfo, amino, alquil C; - C¢ amino, nitro o halégeno,

con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente orgénico, 0
una mezcla de disolventes organicos y acuosos en la que solamente el
enantibmero (R)- se hidroliza selectivamente para proporcionar una mezcla de
(1R)-1-(2,6-dicloro-3- fluorofenil)etanol y un éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanélico; y

convertir la mezcla de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster
(1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlico en (15)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol.

Otras realizaciones especificas de este procedimiento incluyen aquellas
en las que la etapa de conversion comprende:

a) hacer reaccionar (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etancl en la

o
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b)

mezcla de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster
(1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanélico con un haluro de
sulfonilo organico en un disolvente aprético para formar una
mezcla de un éster de acido sulfénico organico de (1R)-1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico;

adicionalmente hacer reaccionar el éster de 4cido sulfonico
orgéanico de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fiuorofenil)etanol en la mezcla
del éster de acido sulfénico organico de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol y el éster (18)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico con una sal de metal alcalino de un acido
carboxilico alifatico en un disolvente aprético para formar una
mezcla de un éster de acido carboxilico alifatico de (1S)-1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico; y

transformar la mezcla del éster del &cido carboxilico alifatico de
(18)-1- (2,6-dicloro-3-fluorofenil)etancl y el éster (15)-1-(2,6-
dicloro-3- fluorofenil)etanélico en (1S)-1-(2,6-dicloro-3-

fluorofenil)etanol.

Todavia otras realizaciones especificas del procedimiento incluyen

aquellas en las que:

R es metilo;

el catalizador es esterasa de higado de cerdo;

en la etapa de reaccién a) el haluro de sulfonilo organico es cloruro de

25 metanosulfonilo y el disolvente aprético es piridina;
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en la etapa de reaccion b) la sal de metal alcalino del acido carboxilico
alifatico es acetato de potasio y el disolvente aprotico es dimetilformamida;

la etapa de transformacion c) es solvolisis en un disclvente alcohdlico o
acuoso en presencia de una sustancia basica.

Todavia otras realizaciones de este procedimiento incluyen las que
comprenden la etapa de seleccionar el biocatalizador a través de un
procedimiento de seleccién de alto rendimiento antes de la etapa de puesta en
contacto.

En oftra realizacién, la presente invencion proporciona un procedimiento
para preparar un isomero oOpticamenie activo de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol que comprende la etapa de reducir 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanona mediante un biocatalizador de una manera enantioselectiva
para proporcionar el isdbmero Opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil}etanol.

Otras realizaciones especificas del procedimiento incluyen las que
comprenden la etapa de seleccionar el biocatalizador a través de un
procedimiento de seleccion de alto rendimiento antes de la etapa de puesta en
contacto.

Otras realizaciones especificas del procedimiento incluyen aguellas en
las que:

el biocatalizador es ia alcohol deshidrogenasa de higado de caballo o un
microorganismo del género Rhodotorula.

Definiciones
El término "biocatalizador”, como se usa en esta memoria descriptiva, se

refiere a una enzima o un microorganismo.
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Las actividades de las enzimas usadas en esta invencién se expresan
en “unidades”. Unidades se definen como la relacién de hidrélisis de propionato
de p-nitrofenilo expresada en uymoles/minuto a temperatura ambiente.

El término “biotransformacion®, como se usa en esta memoria
descriptiva, se refiere a conversién de una sustancia en otros compuestos que
emplean una enzima 0 microorganismo.

El término “biorreduccién”, como se usa en esta memoria descriptiva, se
refiere a un procedimiento en el que se anaden electrones a un atomo 0 ion
(como mediante la adicién de hidrégeno o eliminacion de oxigeno) que emplea
una enzima © microorganismo; dicho procedimiento siempre se produce
acompanado de oxidacién del agente reductor.

El término “co - factor” o “coenzima” significa una sustancia, que activa
una enzima o es necesario para la actividad normal de una enzima. El término
“cofactor” o “coenzima” como se usa en esta memoria descriptiva, se refiere a
cualquier cofactor o coenzima adecuado que comprende el sistema de
reduccion enzimatica tal como, por ejemplo, NADH, NADPH, FADH, FMNH, y/o
PQQ o cualquier cofactor 0 coenzima adecuado, que se produce con la enzima
en el microorganismo.

El término “enzima” incluye aquellas enzimas que se conocen o de otra
manera se pueden obtener por los expertos en la técnica relevante y son
capaces de lograr las reacciones estereoselectivas descritas en la presente
invencién.

El término “sistema de reduccién enzimatica” significa una enzima
oxidorreductasa adecuada y la forma reducida de un cofactor para la enzima

oxidorreductasa. La enzima que comprende el sistema de reduccion enzimatica
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puede estar o bien en forma' libre o inmovilizada, por ejemplo, en una columna
o unida a una peria. '

El término “resolucién enzimatica”, “proceso enzimatico”, “procedimiento
enzimatico® o “reaccién enzimatica” significa una resolucién, proceso,
procedimiento o reaccion de la presente invencién que emplea una enzima o
microorganismo.

El término ‘“resoluciéon” significa separacién parcial, asi como,
preferiblemente separacion completa de los enantibmeros de una forma
racémica.

El término “hidrélisis estereoselectiva® se refiere a la hidrélisis
preferencial de un enantimero con relacién a otro.

El término “mezcla” como se usa en esta memoria descriptiva en
relacion a compuestos enantioméricos, significa mezclas que tienen cantidades
iguales (racémicas) o desiguales de enantidmeros.

El término "exceso enantiomerico (ee)" se refiere al término antiguo de
“pureza 6ptica”. En una mezcla de un enantiémero puro (S o R) y un racemato,
exceso enantidmerico es el exceso en porcentaje del enantiomero sobre el
racemato. Exceso enantiomerico ("ee”) se puede expresar en la siguiente
ecuacion 1, por ejemplo:

Ecuacion 1

.o [S]-[R]
[S]+[R]

[S] = concentracion de enantiomero S

{R] = concentracion de enantiémero R
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El término “valor de enantioselectividad” o “valor E” significa la relacion
de constantes de especificidad para cada enantibmero del racemato (Kcat/Km)
definido mas adelante. El valor E se puede interpretar como el nimero de

5 veces que la enzima es mas reactiva respecto a hacia un enantiomero con
relacién al otro (por ejemplo, un valor E de 50 significa que un enantidmero
reacciona aproximadamente 50 veces mas rapido que el otro.)

Con el fin de determinar la enantioselectividad del biocatalizador
respecto a un enantiomero puro (S o R), se necesita obtener el valor de

10 enantioselectividad (E) (Ecuacion 2).

Ecuacion 2

_ K ../ Ks _ In [1-c(1 +eep)]_ in[1-c(I - eey)]
E= KcalRIKR_ In[1-c(1 - ee,)] " In[l-c(I + ee)]

Keass = constante de velocidad enzimdtica de primer orden
para el enantiémero S
15 Ks = constante de Michaelis
¢ = grado de conversion
€6, = exceso enanriémérico del producto
€65 = exceso enantiomerico del sustrafo
Por ejemplo, la hidrdlisis estereoselectiva de ésteres mediante
20 Dbiocatalizadores, un programa (software Ee2 de la Universidad de Graz) puede
calcutar el valor E de forma precisa si se conocen el exceso enantiomerico {ee)
de o bien el alcohol o el éster en una conversion enzimatica particular. E| valor
ee se puede obtener, por ejemplo, a partir de la ecuacion 1. Los datos [S] y [R]

se pueden obtener, por ejemplo, mediante HPLC.
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El término “HPLC” significa cromatografia liquida de alta presién.

El término “"RP-HPLC” significa HPLC de fase inversa.

El término “PLE" significa esterasa de higado de cerdo.

El término “reduccién microbiana” significa la reduccién estereoselectiva
que se logra mediante el sistema de reduccién enzimatica, comprendiendo la
reductasa microbiana el sistema de reduccidon enzimatica, el microorganismo
intacto, o cualquier preparacién de los mismos, o similares.

El término "microorganismo” incluye cualquier microorganismo intacto o
preparacion del mismo, que incluye, por ejemplo, una preparacion de células
rotas del microorganismo; una preparacién deshidratada del microorganismo,
por ejemplo, una preparaciéon enzimatica en polvo en acetona; un lavado de
microorganismos libre de, por ejemplo, medio de fermentacién, caldo de cultivo,
y similares; microorganismo inmovilizado, por ejemplo, en una columna, unido
a perlas, y similares.

Como se usa en esta memorna descriptiva, los términos “Opticamente
puro”, “enantioméricamente puro®, “enantibmero puro”, y “enantibmero
dpticamente puro” significa una composicién que comprende un enantidmero
de un compuesto y esta sustancialmente libre del enantibmero opuesto del
compuesto. Un compuesto opticamente puro tipico comprende mas de
aproximadamente 80% en peso de un enantidmero del compuesto y menos de
aproximadamente 20% en peso del enantidmero opuesto del compuesto, mas
preferiblemente mayor que aproximadamente 90% en peso de un enantiémero
del compuesto y menos que aproximadamente 10% en peso del enantiomero
opuesto del compuesto, incluso mas preferiblemente mayor que

aproximadamente 95% en peso de un enantiémero del compuesto y menos

7
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que aproximadamente 5% en peso del enantidmero opuesto del compuesto, y
lo mas preferiblemente mayor que aproximadamente 97% en peso de un
enantiomero del compuesto y menor que aproximadamente 3% en peso del
enantibmero opuesto del compuesto.

El término “mutantes adecuados” incluyen aquellos microorganismos
que se conocen o de otra manera se pueden obtener por los expertos en la
técnica relevante y son capaces, a pesar de tal mutacion, llevar a cabo las
reacciones estereoselectivas descritas en la presente invencion.

El término “halo” o “haldgeno”, como se usa en esta memoria
descriptiva, salvo que se indique de otra manera, significa fluoro, cloro, bromo o
yodo. Los grupos halo preferidos son fluoro, cloro y bromo.

El término “alquilo”, como se usa en esta memoria descriptiva, salvo que
se indique otra cosa incluye radicales hidrocarburo monovalentes saturados
que tienen restos lineales o ramificados.

El término “alcoxi”, como se usa en esta memoria descriptiva, salvo que
se indique otra cosa incluye grupos O-alquilo en los que alquilo es como se ha
definido anteriormente.

El término “Me” significa metilo, “Et” significa etilo, y "Ac” significa acetilo.

El término “cicloalquilo”, como se usa en esta memoria descriptiva,
salvo que se indique otra cosa se refiere a un hidrocarburo no aromatico,
saturado o parciaimente saturado, monociclico 0 condensado, espiro o biciclico
o ftriciclico no condensado mencionado en esta memoria descriptiva que
contiene un total de entre 3 y 10 atomos de carbono, preferiblemente 5 - 8
atomos de carbono de anillo. Los cicloalquilos ejemplares incluyen anillos

monociclicos que tienen entre 3 y 7, preferiblemente entre 3 y 6 atomos de

177
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carbono, tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo
y similares.

El término “arilo”, como se usa en esta memoria descriptiva, salvo que
se indique otra cosa, incluye un radical organico derivado de un hidrocarburo

aromatico mediante la eliminacién de un hidrogeno, tal como fenilo o naftilo.

Descripcidn detallada de la invencién

La invencidon se refiere a procedimientos biocataliticos para preparar
estereoisdmeros enantioméricamente puros de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol. Se describen procedimientos de preparacién del enantiémero
(S) deseado, dichos procedimientos se basan en una combinacién de
resolucién enzimatica, esterificacion quimica, e hidrélisis quimica con inversion
de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilicos o biorreduccién esteroeoselectiva
de 2,6-dicloro-3-fluoroacetofenona con un biocatalizador tal como una enzima o
un microorganismo.

l. Procedimientos de seleccién de biocatalizadores automaética

Segln la presente invencién, un procedimiento de seleccion de alto
rendimiento (HTS) practico y eficaz se usa para identificar los biocatalizadores
deseados a partir de cientos de biocatalizadores potenciales tales como
enzimas O microorganismos asi como numerosos parametros de reaccion
potenciales bajo los que pueden funcionar éptimamente. El hecho de que tales
parametros, incluyendo disoivente, contenido en disolvente, pH, temperatura,
tiempo, y co - sustratos, estén muchas veces correlacionados de manera no
lineal hace la tarea de seleccién incluso mas desafiante.

Un protocolo general de HTS que se ha validado mediante un nimero de
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proyectos globales en Pfizer se describe en Yazbeck y col., Adv. Synth. Catal,,
2003, vol. 345, pp. 524 - 532. Usando este planteamiento, cientos de
reacciones se pueden establecer y analizar en dias, que de otra manera podria
requerir semanas usando preparacién de reacciones de viales simples. Una
gran ventaja ganada mediante el uso de este protocolo es que requiere
cantidades muy pequefias tanto de los catalizadores, por ejemplo, enzimas,
que pueden ser muy caros, como de los sustratos racémicos que se
seleccionan, que son comunmente intermedios farmacéuticos disponibles en
cantidades limitadas. La base fundamental detras de este protocolo de HTS es
que las enzimas se pueden estabilizar y almacenar durante meses en placas
de 96 pocillos adecuadas en ciertas condiciones preparativas. Un segundo
requerimiento esencial es que esté disponible un ndmero de instrumentos
analiticos diferentes para analizar una diversidad de sustratos seleccionados
mediante estas placas de 96 pocillos. Alguna de las herramientas analiticas
disponibles incluye cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
electroforesis capilar (EC), cromatografia de gas (CG), espectrometria UV, y
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (CL - EM). La
elecciébn de herramienta analitica para usar depende de la naturaleza del
sustrato, principalmente sus propiedades de absorbancia y volatilidad. La
reactividad de la enzima respecto a los sustratos usualmente se analiza
primero, seguida del andlisis de los impactos reactivos que usan
procedimientos quirales. Se puede usar la misma placa de 96 pocillos
muestreada para analizar tanto reactividad como enantioselectividad. La
combinacién de este protocolo de seleccién con algoritmos de optimizacion

estadistica puede permitir rdpidamente y eficazmente al usuario predecir
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condiciones importanies y sugerir donde deberia_darse una optimizacion
adicional.

ll. Preparacién de 1-(2 6-dicloro-3-fluorofenilletanol épticamente activo

mediante combinacién de resolucién enzimatica y transformacién quimica

Se proporciona un procedimiento para la resolucion de mezclas de
enantibmeros 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

En una realizacion, el procedimiento implica el uso de un biocatalizador
tal como una enzima O microorganismo que preferiblemente cataliza una
reaccion de un enantidmero en una mezcla. En la realizacion preferida, el
procedimiento implica una resolucién enzimatica, que se basa en hidrélisis
estereoselectiva de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilicos.

En otra realizacién, el enantibmero que reacciona se puede separar del
enantibmero que no ha reaccionado basandose en la nueva diferencia de
estructura fisica.

Todavia en otra realizacion, el enantibmero que ha reaccionado se
puede convertir en otro enantidémero mediante transformaciéon quimica con
inversién.

Todavia en otra realizacion, la conversién del enantiomero que ha
reaccionado en otro enantibmero se puede realizar en la mezcla del

enantibmero que ha reaccionado y el enantibmero que no ha reaccionado.

Il (a) Resolucién enzimatica basada en la hidrdlisis estereoselectiva de

ésteres 1-(2,6-dicloro-fluorofenil)etilicos

Se proporciona un procedimiento de hidrélisis estereoselectiva para la

resolucion enzimatica de mezclas de enantibmeros de 1-(2,6-dicloro-3-
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fluorofenil)etanol. Dada la descripcion en esta memoria descriptiva, los
expertos en la técnica son capaces de elegir, usando el procedimiento de
seleccion de alto rendimiento (HTS) descrito anteriormente, una enzima o
microorganismo que es selectivo para el enantidmero del éster 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etilico de eleccién o selectivo para el enantiémero no deseado, como
un procedimiento de eliminarlo, seleccionando una de las enzimas o
microorganismos descritos mas adelante 0 mediante evaluacién sistémica de
las otras enzimas o microorganismos conocidos. Dada esta descripcién, los
expertos en la técnica también saben c6mo modificar el sustrato segun sea
necesario para lograr la resolucion deseada. A través del uso de reactivos de
desplazamiento de RMN quiral, polarimetria, © HPLC quiral, se puede
determinar el enriquecimiento éptico del éster ¢ alcohol recuperado. Véase, por
ejemplo, J. Am. Chem. Soc. 1973, v. 95, p. 512; Trost y col., J. Org. Chem.
1986, v. 51, pp. 2370 - 2374, J. Org. Chem. 1998, v. 63, p. 8957; Tetrahedron:
Asymmetry 1995, v. 6, p. 2385; Tetrahedron: Asymmetry 1996, v. 7, p. 3285.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente el uso de enzimas o
microorganismos para resolver mezclas racémicas de enantiémeros. Se
pueden usar otros procedimientos conocidos de resolucidn de mezclas
racémicas en combinacién con el procedimiento de resolucién descrito en esta
memoria descriptiva. Véase por ejemplo, Roger A Sheldon, Chirotechnology:
Industrial synthesis of optically active compounds, Nueva York, Marcel Dekker,
1993. Todas estas modificaciones se consideran dentro del alcance de la
invencién.

En esta realizacion, el procedimiento incluye hacer reaccionar el grupo

hidroxilo de una mezcla de enantidmeros de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol

&

/



10

15

20

25

20

con un compuesto acilo para formar ésteres en los que 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol esta en el extremo “carbinol* del éster. La mezcla de
enantiomeros del éster 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico después se trata con
un biocatalizador que escinde preferiblemente, o hidroliza, uno de los
enantiomeros y no el otro.

Una ventaja de'este procedimiento es que se puede usar para resolver
una amplia diversidad de 1-(fenil)etanoles que estan opcionalmente sustituidos
en el resto carbinol. La amplia aplicabilidad de este procedimiento puede residir
en parte en el hecho de que aunque la porcién carbinol del éster puede jugar
un papel en la capacidad de un biocatalizador de diferenciar enantibmeros, el
sitto de reconocimiento principal para estos biocatalizadores puede estar en la
parte de acido carboxilico del éster. Ademas, uno puede ser capaz de
extrapolar con éxito los resultados de un estudio de biocatalizador/sustrato a
otro, sistema aparentemente diferente, con tal que las porciones de &cido
carboxilico de los-dos sustratos sean iguales ¢ sustancialmente similares.

Todavia otra ventiaja de este procedimiento es que la separacion del
enantidmero no hidrolizado y el enantiomero hidrolizado de la mezcla de
reaccion puede ser bastante simple. El enantidmero no hidrolizado puede ser
mas lipdfilo que el enantiémero hidrolizado y se puede recuperar eficazmente
mediante extraccion simple con uno de una amplia diversidad de disolventes
organicos no polares o mezclas de disolventes, por ejemplo, hexano y
hexano/éter. El enantibmero menos lipdfilo, mas polar, hidrolizado se puede
después obtener mediante extraccidn con un disolvente organico mas polar,
por ejemplo, acetato de etilo, o mediante liofiizacién, seguido de extraccidn,

por ejemplo, con etanol o metanol.
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La enzima o microorganismos se pueden usar solos 0 en combinacién.
Dependiendo del tipo de enzima o microorganismo usado, uno cualquiera de
los isdmeros Opticos del éster se hidroliza predominantemente para
proporcionar el alcohol épticamente activo. Se puede obtener uno cualquiera
de los isémeros 6pticos mediante la seleccién de una enzima o microorganismo
adecuado.

Con el acoplamiento apropiado de enzima y sustrato, se pueden
establecer condiciones para el aislamiento de cualquier enantiémero de 1-(2,6-
3-fluorofenil)etanol. El enantibmero deseado se puede aislar mediante
tratamiento de la mezcla racémica con una enzima que hidroliza el enantibmero
deseado (seguido de extraccién del hidrolizado polar con un disolvente polar) o
mediante tratamiento con una enzima que hidroliza el enantiémero no deseado
(seguido de la eliminacién del enantibmero no deseado con un disolvente no
polar).

11 { b) Biocatalizadores

En una realizacion de la presente invencién, el procedimiento de
resolucién enzimatica emplea una enzima como biocatalizador para hidrélisis
estereoselectiva de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilicos. Los ejemplos de
enzimas que catalizan la hidrolisis de ésteres incluyen, pero no se limitan a,
esterasas, lipasas y proteasas (substilisina y a-quimotripsina). La enzima puede
ser cualquier enzima obtenible de animales, plantas, microorganismos, etc. La
enzima se puede emplear de cualquier forma convencional tal como en una
forma purificada, una forma bruta, una mezcla con otras enzimas, un caldo de
fermentacién microbiana, un caldo de fermentacién, un cuerpo microbiano, un

filtrado de caldo de fermentacion, y similares, bien solos 0 en combinacion.
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Ademas, la enzima o cuerpo microbiano se puede inmovilizar sobre una resina.

Los ejemplos especificos de la enzima son los obtenidos a partir de
animales y plantas dtiles en la presente invencién incluyendo, pero sin
limitacion, 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 obtenible de cebada y patata y lipasa
obtenible de trigo. Por ejemplo, las aplicaciones de esterasa de higado de
cerdo en sintesis asimétrica se describen en Tetrahedron, 1990, vol. 46, pp.
6587 - 6611; Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, edicion 28, Wiley - VCH
2002, vol. I, pp. 384 - 397. Otros ejemplos son hidrolasas obtenidas a partir de
microorganismos tales como Rhodolorula, Trichoderma, Candida, Hansenula,
Pseudomonas, Bacillus, Achromobacter, Nocardia, Chromobacterium,
Flavobacterium, Rhizopus, Mucor, Aspergillus, Alkaligenes, Pediococcus,
Klebsiella, Geotrichum, Lactobaccilus, Cryptococcus, Pichia, Aureobasidium,
Actinomucor, Enterobacter, Torulopsis, Corynebacterium, Endomyces,
Saccaromyces, Arthrobacter, Metshnikowila, Pleurotus, Streptomyces, Proteus,
Gliocladium, Acelobacter, Helminthosporium, Brevibacterium, Escherichia,
Citrobacter, Absidia, Micrococcus, Microbacterium, Penicillium y Schizophyllium
asi como a partir de liqguen y algas.

Las enzimas ejemplares, comercialmente disponibles adecuadas para
uso en la presente invencién incluyen esterasas tales como, por ejemplo,
esterasa de higado de cerdo (Biocatalytics Inc.), lipasas tales como Amano PS
- 30 (Pseudomonas cepacla), Amano GC - 20 (Geotrichum candidum), Amano
APF (Aspergillus niger), Amano AK (Pseudomonas sp.), lipasa de

Pseudomonas fluorescens (Biocatalyst Ltd.), Amano Lipasa P30

)



10

15

20

25

23

(Pseudomonas sp.), Amano P (Pseudomonas fluorescens), Amano AY - 30
(Candida cylindracea), Amano N (Rhizopus niveus), Amano R (Penicilhum sp.),
Amano FAP (Rhizopus oryzae), Amano AP - 12 (Aspergillus niger), Amano
MAP (Mucor melhei), Amano GC - 4 (Geotrichum candidum), Sigma L - 0382 y
L - 3126 {pancreasa porcina), Lipasa OF (Sepracor), Esterasa 30.000 (Gist -
Brocarde), KID Lipasa (Gist - Brocarde), Lipasa 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
nigen). Adicionalmente, enzimas ejemplares derivadas de tejido animal incluyen
quimotripsina y pancreatina de pancreas tales como lipasa pancreatica porcina
(Sigma). Dos o mas, asi como una dnica enzima se puede emplear cuando se
lleva a cabo el procedimiento de la presente invencién.

Ademads, se pueden usar enzimas, que son serina carboxipeptidasas.
Estas enzimas se derivan de Candida lipolytica, Saccharomyces cerevisiae,
trigo (Triticum aestivum) y Penicillium janthinellum. También se pueden usar
cnistales de enzimas reticulados comercialmente disponibles tales como de
Altus Biologics, Inc. (por ejemplo, ChiroCLEC-CR, ChiroCLEC-PC, ChiroCLEC-
EC).

La presente invencidn también se refiere al uso de esterasas
termoestables y esterasas modificadas por ingenieria genética para la
resolucion de los ésteres. Estas enzimas, comercialmentie disponibles de
ThermoGen, Inc., son especiaimente adecuadas para uso en procedimientos
industriales y son faciles de usar. Ademas de funcionar en un amplio intervalo
de temperaturas que incluyen altas temperaturas, estas enzimas termoestables

poseen un incremento de vida Util que mejora la manipulacién. Las enzimas
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son también capaces de resistir condiciones severas, no biolégicas (pH,
concentraciones salinas, etc.) usualmente asociadas a procedimientos
industriales debido a su estabilidad en condiciones operativas. Se pueden
inmovilizar para reutilizar en multiples aplicaciones, mejorando la rentabilidad
del procedimiento.

Durante el aislamiento de los productos después de resolucion
enzimética, las enzimas se exponen frecuentemente a cantidades pequefas de
disolventes organicos. Ademads, algunas resoluciones enzimaticas se
encuentran que trabajan mejor en una mezcla de disolventes acuosos y
orgdnicos o en disolventes orgénicos solos. Las enzimas esterasas de la
presente invencién son mas tolerantes a la desnaturalizacién mediante muchos
disolventes organicos comparadas con enzimas convencionales que permiten
semividas operacionales mas duraderas. La mayoria de las enzimas esterasas
se producen usando técnicas de ingenieria genética de clonacién de genes que
asegura la pureza de estas enzimas y la facilidad de controles del
procedimiento durante el crecimiento en escala. En lugar de enzimas aisladas,
se puede emplear también un microorganismo que puede producir cualquier
enzima descnta anteriormente.

En otra realizacion de la presente invencién, el procedimiento de
resolucion enzimatica emplea un microorganismo como biocatalizador para
hidrélisis estereoselectiva de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilicos. Los
ejemplos especificos de los microorganismos utiles en la presente invenciéon
incluyen, pero no se limitan a Rhodotorula minuta, Rhodotorula rubra, Candida
krusei, Candida cylindracea, Candida tropicalis, Candida utilus, Pseudomonas

fragi, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
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aeruginosa, Rhizopus chinensis, Mucor pusillus, Aspergillus niger, Alkaligenes
faecalis, Torulopsis ernobii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus puimilus,
Bacillus subtilis var. niger, Citrobacter freundii, Micrococcus varians,
Micrococcus luteus, Pediococcus acidlactici, Klebsiella pneumoniae, Absidia
hyalospora, Geotrichum candidum, Schizophyllum commune, Nocardia
uniformis subtsuyanarenus, Nocardia uniformis, Chromobacterium chocolatum,
Hansenula anomala var. ciferrii, Hansenula anomala, Hansenula polymorpha,
Achromobacter lyticus, Achromobacter parvulus, Achromobacter sinplex,
Torulopsis candida, Corynebacterium sepedonicum, Endomyces geotrichum,
Saccaromyces carrvisial, Arthrobacter globiformis, Streptomyces grisens,
Micrococcus luteus, Enterobacter cloacae, Corynebacterium ezui, Lactobacillus
casei, Cryptococcus albidus, Pichia polimorpha, Penicillium frezuentans,
Aureobasidium pullulans, Actinomucor elegans, Streptomyces grisens, Proteus
vulgans, Ghocladium roseum, Gliocladium virens, Acelobacter aurantius,
Helminthosporium sp., Chromobacterium iodinum, Chromobacterium
violaceum, Flavobacterium lutescens, Metschnikowia pulcherrima, Pleurotus
ostreatus, Brevibacterium ammoniagenes, Brevibacterium divaricatum,
Escherichia coli, Rodotorula minuta var. texensis, Trichoderma longibrachiatum,
Mucor javanicus, Flavobacterium arbonescens, Flavobacterium heparinum, y
Flavobacterium capsulatum.

Las enzimas y/o microorganismos usados en la presente invencién
pueden estar en forma bruta 0 en forma inmovilizada. Se pueden inmovilizar
sobre diversos soportes sélidos sin pérdida de estereoespecificidad o cambio
en estereoselectividad. Los soportes sélidos pueden ser absorbentes inertes a

los que la enzima no esta covalentemente unida. En cambio la enzima se
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absorbe tal como mediante interacciones de porciones hidréfobas o hidréfilas
de una proteina con las regiones parecidas del absorbente inerte, mediante
enlace de hidrégeno, mediante formacién de puentes de sal, 0 mediante
interacciones electrostaticas. Los maiteriales absorbentes inertes incluyen, pero
no se limitan a, polimeros sintéticos (por ejemplo, poliestireno, poli{alcohol
vinilico), polietileno y poliamidas), compuestos minerales (por ejemplo, tierra de
diatomeas y tierra de Fuller), o polimeros de orngen natural (por ejemplo,
celulosa). Los ejemplos especificos de tales materiales incluyen tierra de
diatomeas Celita 545, perlas de resina polimérica Abelte XAD -8 y
polietilenglicol 8000.

La enzima se puede inmovilizar también sobre el soporte al que la
enzima esta unida covalentemente (por ejemplo, perlas de oxirano - acrilicas y
soportes activados por glutaraldehido). Los ejemplos especificos incluyen
perlas de oxirano acrilicas Eupergit C y Celita 545 activada por glutaraldehido.
Otros posibles sistemas inmovilizantes se conocen bien y estan faciimente
disponibles para los expertos en la técnica de inmovilizacion de enzimas.

En lugar de procedimientos de inmovilizacién convencionales descritos
anteriormente, las enzimas también se pueden reciclar convenientemente para
reutilizacion simplemente separando por precipitacion las enzimas usadas con
sulfato de amonio. El conjunto sulfato de amonio - enzima precipitada se puede
usar directamente en la siguiente hidrélisis enzimatica. Las sales se usan
comunmente en la purificaciéon de enzimas. Generalmente protegen las
enzimas proteicas reduciendo la actividad del disolvente. Por ejemplo, se
pueden usar sulfato de amonio, sulfato de potasio, fosfato de potasio, cloruro

de sodio, etc., en la recuperacién de la actividad enzimatica.

ae



10

15

20

25

27

La enzima o microorganismos se pueden usar solos 0 en combinacion.
Dependiendo del tipo de enzima o microorganismo usado, uno cualquiera de
los isdmeros Opticos del éster se hidroliza predominantemente para
proporcionar el alcohol dpticamente activo. Se puede obtener uno cualquiera
de los iIsdmeros dpticos mediante la seleccién de una enzima o microorganismo
adecuado.

Il (c) Sustratos

E! grupo acilo mas eficaz a usar para esterificar 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol se puede determinar sin excesiva experimentacién mediante
evaluacion de un nimero de homodlogos usando el sistema enzimético
seleccionado. Los ejemplos no limitantes de grupos acilo que se pueden
evaluar para uso con una enzima o microorganismo particular incluyen acidos
alquilcarboxilicos y acidos alquilcarboxilicos sustituidos, inciuyendo &cido
acético, acido propidnico, acido butirico, y acido pentanoico. Con ciertas
enzimas 0 microorganismos, se puede prefenr usar un compuesto acilo que es
significativamente atractor de electrones para facilitar la hidrélisis mediante
debilitacion de enlace éster. Los ejemplos de grupos acilo atractores de
electrones Incluyen a-haloésteres tales como acido 2- cloropropibnico, acido 2-
clorobutirico, y acido 2-cloropentanoico. Los a- haloésteres son excelentes
sustratos para lipasas. Ademés, el uso de anhidrido succinico como agente
acilante para resolucidn practica de alcoholes aril - alquilicos mediante
acilacién catalizada por lipasa se ha resefiado en Bouzemi y col., Tetrahedron
Lett., 2004, vol. 45, pp. 627 - 630.

Los diferentes procedimientos de esterificacion conocidos en la técnica

se pueden usar para preparar los sustratos de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-

4
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fluorofenil)etilicos. Véase por ejemplo, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1989,
vol. 18, p. 1391; J. Org. Chem. 1994, vol. 59, 6018.

Il (d). Condiciones de reaccién para hidrélisis enzimética

La hidrélisis enzimética de la presente invencion se puede llevar a cabo
poniendo en contacto los ésteres 1-{2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilicos con la
enzima o microorganismo, usualmente en un medio de tampén acuoso con
buena agitacion.

El medio de tampén puede ser tampones de sales de acidos inorganicos
(por ejemplo, fostato diacido de potasio, fosfato diacido de sodio), tampones de
sales de acidos organicos (por ejemplo, citrato de sodio), o cualquier otro
tampdn adecuado. La concentracion del tampén puede variar entre 0,005 y 2
M, preferiblemente entre 0,005 y 0,5 M y dependera del éster 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etilico especifico y la enzima 0 microorganismo usado.

Las hidrélisis enzimaticas realizadas en condiciones heterogéneas
pueden sufrir escasa reproducibilidad. Por fo tanto, se prefiere que la hidrdlisis
se realice en condiciones homogéneas. Dependiendo de la solubilidad de los
ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilicos, homogeneidad se puede lograr
mediante el uso de tensioactivos. Los tensioactivos preferidos incluyen pero no
se limitan a tensioactivos no 16nicos tales como alcoholes aiquilarilpoliéter. Un
tensioactivo preferido es octilfenoxipolietoxietanol, comercialmente disponible
como Tritén X - 100 (Sigma Chemical Company). Se usa una cantidad eficaz
de tensioactivo. Las cantidades tipicas pueden variar entre 0,05% vy
aproximadamente 10% (vl\}).

Sin embargo, estos tensioactivos no solamente ayudan en la disolucién

de los materiales de partida, también potencian la solubilidad acuosa del

90
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producto. Por lo tanto, aunque la reaccion enzimatica puede proceder mas
eficazmente con la adicion de un tensioactivo no ibnico que en condiciones
heterogéneas, el aislamiento de e;mbos el material de partida recuperado y el
producto se puede hacer mas dificil. El producto se puede aislar con técnicas
cromatograficas y quimicas apropiadas (por ejemplo, formacion de sal
selectiva).

Algunas veces es preferible anadir una cantidad eficaz de un co -
disolvente organico para incrementar la solubilidad del producto para facilitar la
reaccion. Los ejemplos de co - disolventes incluyen pero no se limitan a
acetonitrilo, THF, DMSO, DMF, alcoholes, etc. Las cantidades eficaces de un
co - disolvente incluyen entre 1% y 30% (v/v) dependiendo del éster 1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil)etilico especifico y la enzima o microorganismo usado.

Las hidrolisis enzimaticas se llevan a cabo tipicamente con una cantidad

catalitica de la enzima es un tampén acuoso que tiene un pH que esté cerca

del pH 6ptimo para la enzima en cuestion. A medida que la reaccion sigue
adelante, el pH cae como resultado de acido carboxilico liberado. Se puede
anadir base acuosa para mantener el pH cerca del valor 6ptimo para la enzima.
El progreso de la reaccion se puede determinar faciimente controlando el
cambio en pH y la cantidad de base necesaria para mantener el pH.

El pH de los tampones o el pH de la reaccién estan normalmente entre 4
y 10, preferiblemente entre 5 y 9, mas preferiblemente entre 7 y 8. La
temperatura de reaccién puede variar entre 0 y 100°C, y dependera del éster 1-
(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico especifico y de la enzima o microorganismo
usado. El tiempo de reaccion esta generalmente entre 1 hora y 70 horas y

dependera del éster 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico especifico, concentracién
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de enzima y la enzima o microorganismo usado. Normalmente, la hidrolisis
enzimatica se deja que proceda durante un periodo suficiente para generar una
cantidad satisfactoria del éster deseado o 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol
deseado con pureza optica satisfactoria. A medida que la reaccién progresa, la
cantidad de éster o alcohol deseado y su pureza optica se puede controlar
mediante HPLC y HPLC quiral. Normalmente, la conversién se lleva a cabo
aproximadamente al 50%, después de lo cual el alcohol y los ésteres se
pueden obtener con buenos rendimientos después de aislamiento.

La cantidad de enzima usada puede variar ampliamente entre 5
unidades y 12.000 unidades de enzima por mol de material de partida. La
cantidad de enzima necesaria dependera de la temperatura, el éster 1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil)etilico especifico, las enzimas y/o microorganismo usados,
y el tiempo de reaccidén deseable. También puede ser deseable usar una gran
cantidad de enzimas en algunos casos para asegurar un tiempo de reaccion
practicamente corto, especialmente cuando las enzimas estan inmovilizadas y
se pueden reutilizar durante muchos recambios. La concentracion del sustrato
de éster puede estar entre 0,1 g/l y 500 g/l y depende del éster 1-(2,6-dicloro-
3-fluorofenil)etilico especifico y la enzima y/o microorganismo usado.

Il (e} Aislamiento de producto

Los productos deseados, el éster sin reaccionar dpticamente puro (o
enriquecido) y el alcohol épticamente puro o enriquecido se pueden aislar a
partir de 1a mezcla de hidrélisis usando procedimientos convencionales tales
como extracciones, extracciones &acido - base, filtracién, cromatografia,
cristalizacién o las combinaciones de los mismos. Andreas Liese, y col.,

Industrial Biotransformations, Weinheim: WILEY - VCH, 2000. La enzima o
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microorganismo recuperado se puede reciclar como se ha descrito

anteriormente.

Il () Conversidon enantiomérica basada en esterificacion e hidrolisis

quimica con inversién

Segun la presente invenéién, cualquier enatibmero de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol se puede convertir en el otro enantiémero de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol si se desea. Esta conversiéon se puede realizar, por ejemplo,
mediante una reaccion de sustitucién nucleédfila en C - 1 acompaiiada de una
inversidn estérica. Tal reaccion se llevar a cabo con el uso de un reactivo
nucledfilo.

Los procedimientos para la conversiéon de alcohol épticamente activo en
el correspondiente enantidmero incluyen, pero no se limitan a, los siguientes
procedimientos.

Por ejemplo, un procedimiento comprende la conversién del grupo
hidroxilo en el atomo de carbono asimétrico del enantidmero particular en un
éster de acido sulfénico organico, preferiblemente un éster de acido
metanosulfénico 0 un éster de acido p-tolueno sulfénico, que se convierte
directamente en el otro enantibmero mediante sustitucion nucleofilica e
inversion de la configuracion mediante uno de sus éteres de acido carboxilico y
su posterior solvolisis o hidrélisis. Los ésteres de acido sulfénico se preparan
mediante procedimientos conocidos mediante reaccion de cualquier
enantibmero de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etano!l con haluros de sulfonilo
organicos, preferiblemente cloruro de metanosulfonilo y cloruro de p-
toluenosulfonilo, en disolventes apréticos, preferiblemente piridina y

diclorometano, si es apropiado en presencia de una base, tal como trietilamina.
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Un procedimiento que comprende la esterificacion de un alcohol
opticamente activo con HNO; fumante o cloruro de mesilo para nitrar o mesilar,
e hidrolizar el nitrato o mesilato resultante con inversién estérica en condiciones
neutras (en presencia de 0,7 a 2,0 equivalentes de CaCO; 0 NaOAc), basicas
(K2COg) 0 acidas (H2SO4 acuoso al 2,5% o HNO; acuoso al 2,5%) se describe,
por ejemplo, en Danda y col., Tetrahedron, 1991, vol. 47, pp. 8701 - 8716; y
Wang y col., J. Med. Chem., 2000, vol. 43, N2 13, pp. 2566 - 2574.

Se describe un procedimiento que comprende la conversidon de un
alcohol épticamente activo en un éster de acido sulfénico tal como éster del
acido p-toluenosulfénico, permitiendo que una sal de Acido organico tal como
acetato de tetraetilamonio y acetato de sodio (y &cido acético) reaccione con el
éster de acido sulfénico resultante para invertir estéricamente para dar el éster
de acido organico correspondiente, e hidrolizar el -éster de Aacido orgéanico
resultante, por ejemplo, en J. Am. Chem. Soc., 1965, v. 87, p. 3682; y J. Chem.
Soc., 1954, p. 965.

Se describe un procedimiento que comprende la esterificacién de un
alcohol épticamente activo en un éster de acido carboxilico tal como éster de
acido tricloroacético, e hidrolizar el éster de acido carboxilico resultante, en un
disolvente de agua - éter tal como H;O al 75% - dioxano, por ejemplo, en
Chem. Lett., 1976, p. 893.

Otro ejemplo es la reaccién de Mitsunobu, dicha reaccion comprende
hacer reaccionar un alcohol épticamente activo con un acido orgdnico en
presencia de triarilfosfina (por ejemplo, trifenilfosfina) y un éster de Acido
azodicarboxilico tal como azodicarboxilato de dietilo para formar el éster de

acido orgdnico correspondiente estéricamente invertido, e hidrolizar el éster
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resultante. El acido organico incluye, por ejemplo, acido férmico, acido acético,
acido tricloroacético, acido trifluoroacético, acido benzoico y similares. La
formacion del éster de acido organico se puede llevar a cabo, por ejemplo, a
una temperatura de aproximadamente -60°C a 60°C. La reaccion se puede
llevar a cabo en un disolvente inerte tal como un hidrocarburo aromético {por
ejemplo, benceno, tolueno, etc.) y un éter {por ejemplo, tetrahidrofurano, etc.)
Las proporciones de trialquilfosfina, &acido organico y éster de acido
azodicarboxilico basado en 1 mol de alcohol dpticamente activo estén
respectivamente entre 0,7 y 2,0 moles. La hidrélisis del éster de acido organico
se puede llevar a cabo mediante una manera convencional tal como hidrélisis
acida o basica. Véase, por ejemplo, Synntesis, 1981, p. 1; Danda y col.,
Tetrahedron, 1991, vol. 47, pp. 8701 - 8716; Vanttinen y col., Tetrahedron:
Asymmetry, 1995, vol. 6, pp. 1779 - 1786; y Liu y col., Chirality, 2002, vol. 14,
pp. 25 - 27.

Il {(@). Combinacion de hidrélisis_enzimatica, esterificacion e hidrdlisis

quimica con inversidn

Fi

Una Imitacion principal del procedimiento de resolucién enzimatica es
que el rendimiento maxmo es del 50% basado en el racemato. Como
procedimiento para superar esta limitacion, se puede usar combinacion de
hidrélisis enzimatica, esterificaciéon e hidrélisis quimica con inversion. Véase,
por ejemplo, Danda y col.,, Tetrahedron, 1991, vol. 47, pp. 8701 - 8716;
Vanttinen y col., Tetrahedron: Asymmetry, 1995, vol. 6, pp. 1779 - 1786; y Liu y
col., Chirality, 2002, vol. 14, pp. 25 - 27.

Segun la presente invencién, una mezcla bruta del éster sin reaccionar

dpticamente puro (o enriquecido) y el alcohol épticamente puro (o enriquecido)
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obtenido mediante hidrélisis enzimatica, se pueden someter a conversion
enantiomérica basandose en esterificacion e hidrolisis quimica con inversién en
un recipiente segun los procedimientos descritos anteriormente.

Dependiendo del sustrato del éster 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico, se
puede emplear una enzima © microorganismo apropiado para hidrélisis
enzimatica y se pueden elegir condiciones apropiadas para hidrolisis quimica.
Por ejemplo, una mezcla bruta del éster (1S)-1-(2.6-dic|oro-3-ﬂuorofenil)et]’lico
sin reaccionar y el (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol que ha reaccionado
sin separacion se puede esterificar con cloruro de mesilo como se describe en
Danda y col., Tetrahedron, 1991, vol. 47, pp. 8701 - 8716; y Wang y col., J.
Med. Chem., vol. 43, pp. 2566 - 2574. De manera sucesiva, una mezcla bruta
resultante del mesilato de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo correspondiente
y éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico sin purificacibn se puede
hidrolizar para producir, (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol, con inversién de
mesilato de (1R)-1- (2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo y retencidn del éster (1S)-1-
(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico. En una realizacion especifica, el sustrato del
éster 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilico es acetato de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etilo. En una realizacion especifica, la enzima es esterasa de higado
de cerdo.

Los procedimientos para conversion de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol en (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol también se pueden
aplicar a la conversion del enantiémero (S) en el enantibmero (R).

Il (h). Racemizacion y aplicacién a resolucidn cinética dindmica

Cualquier éster sin reaccionar 6pticamente puro (o enriquecido) y el

alcohol épticamente puro (o0 enriquecido) se puede racemizar si se desea. El

A6
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éster sin reaccionar épticamente puro (o enriquecido) se puede racemizar
calentando en la base apropiada en las condiciones apropiadas. Como
alternativa, el éster sin reaccionar dpticamente puro (o ennquecido) se puede
racemizar mediante calentamiento en acido en la presencia de un alcoho! en
condiciones apropiadas. El alcohol sin reaccionar O&pticamente puro (0
enriquecido) también se puede racemizar y convertir en los ésteres racémicos
mediante calentamiento en &cido en condiciones apropiadas. De esta manera,
se pueden lograr rendimientos excelentes de cualquier éster sin reaccionar
Gpticamente puro (o enriquecido) o alcohol Gpticamente puro (o enriquecido)
mediante esta combinacion de técnicas de hidrolisis y racemizacion enzimatica
estereoselectiva.

Por ejemplo, se puede usar un procedimiento de resolucidn cinética
dinamica (o transformaciones asimétricas de segundo orden) para alcoholes
secundarios, en el que los alcoholes se racemizan de manera continua con
catalizadores metalicos, tales como sistemas cataliticos basados en rutenio,
durante una resolucién enzimatica. Dijksman y col., .Tetrahedron: Asymmetlry,
2002, vol. 13, pp. 879 - 884; Kim y col., J. Am. Chem. Soc., 2003, vol. 125, pp.
11494 - 11495; Choi y col., J. Org. Chem., 2004, vol. 69, 1972 - 1977.

IL(i). Acilacién catalizada por enzimas

Las reacciones enzimaticas han probado que son un procedimiento
conveniente para obtener compuestos dpticamente enriquecidos a partir de su
forma racémica mediante resolucién cinética. C.-H Wong y G. M. Whitesides,
Enzymes in Synthetic Organic Chemistry, Pergamon, Oxford (1994); K. Faber,
Biotransformations in Organic Chemistry, Springer, Berlin (1995); Gotor,

Vicente. “Enzymes In Organic Solvenis: The Use Of Lipases And (R)-

A
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Oxynitrilase For The Preparation Of Products Of Biological Interest”. Molecules
[Publicacién electrénica] 2000, vol. 5, pp. 290 - 292,

Por ejemplo, los alcoholes se pueden resolver a través de
fransesterificacién catalizada por lipasas (acilacion} con ésteres endlicos en
una reaccion generalmente irreversible. Y. F. Wang, J. J. Lalonde, M.
Momongan, D. E. Bergbreiter y C.-H. Wong. J. Am. Chem. Soc. 1988, vol. 110,
pp. 7200 - 7205. Sin embargo, para que sea de interés preparativo tal
procedimiento requiere (i) un factor E de alta enantioselectividad, (i) facil
separacidon del sustrato sin reaccionar (alcohol) del producto (éster). Se ha
mostrado que el uso de un anhidrido ciclico como agente acilante ofrece una
solucion conveniente para este requerimiento. Bouzemi y col., Tetrahedron
Lett., 2004, vol. 45, pp. 627 - 630. El éster acido producido se puede separar
faciimente del alcohol sin reaccionar mediante una extracciéon simple liquido -
liquido mediante disolvente orgdnico base acuosa. Ademds, ya que la
separacion de estos compuestos es facil incluso para cantidades muy
diferentes de producio y sustrato sin reaccionar, alcoholes de alta pureza
enantiomérica se pueden obtener a partir de un sustrato racémico incluso en
los casos de bajos valores de E, con tal que la acilacién se lleve a cabo hasta
alta conversion.

Las reacciones se pueden llevar a cabo usando sustrato racémico
disuelto en éter dietilico. Acetatos de vinilo o isopropenilo (2 equivalentes) o
anhidrido succinico (1 equivalente), se pueden afadir después, seguido de la
enzima. Por ejemplo, lipasas comercialmente disponibles tales como lipasa de
Pseudomonas fluorescens (PFL) y lipasa B de Candida antarctica (CAL B), se

pueden utilizar como enzima inmovilizada. La mezcla resultante se puede

48
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agitar a temperatura ambiente durante el tiempo apropiado para que alcance
aproximadamente conversion al 50%. Con ésteres endlicos como agentes
acilantes, el alcohol sin reaccionar y el acetato producido se separaron
mediante cromatografia ultra - rapida sobre gel de silice. Los ee de ambos
compuestos se pueden medir antes de la separacién mediante andlisis usando
HPLC quiral. Con anhidrido succinico como agente acilante, el alcohol sin
reaccionar, por ejemplo, alcohol (S), y el monosuccinato (R) producidos se
pueden separar mediante extraccidn liquido - liquido de disolvente organico -
base acuosa. La fase acuosa se puede hacer alcalina con hidroxido sédico y el
alcohol (R) resultante extraerse con un disolvente organico. Los excesos
enantioméricos de alcohol (S) - enriquecido y el alcohol (R) - enriquecido sin

reaccionar producidos se pueden evaluar, por ejemplo, mediante HPLC quiral.

. Bio - reduccion enantioselectiva _ de  1-(2.6-dicloro-3-

fluorofenil)etanona

La presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un
isbmero Gpticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol que
comprende la etapa de reducir 1-(2,6-dicloro-3-flucrofenil)etanona mediante un
biocatalizador de una manera enantioselectiva en una solucién acuosa, un
disolvente orgénico, o una mezcla de disolventes organicos y acuosos para
proporcionar el isébmero Opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol. Dada la descnpcién en esta memoria descriptiva, los
expertos en la técnica seran capaces de elegir, usando el procedimiento de
seleccion de alto rendimiento (HTS) descrito anteriormente, una enzima ©

microorganismo que reduzca  selectvamente la  1-(2,6-dicloro-3-

AA
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fluorofenilletanona a  cualquier enantibmero de  1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol, mediante la seleccibn de una de las enzimas o
microorganismos descritos en esta memoria descriptiva 0 mediante evaluacion
sistémica de otras enzimas o microorganismos conocidos. Los expertos en la
técnica entenderan basandose en la descripcion proporcionada en esta
memoria descriptiva como seleccionar las condiciones de la reaccion de bio -
reduccién de manera que se logre la estereoselectividad deseada. A través del
uso de reactivos de desplazamiento de RMN quiral, polanmetria, o HPLC
quiral, se puede determinar el ennquecimiento éptico del alcohol recuperado.
Véase por ejemplo, J. Am. Chem. Soc. 1973, v. 95, p. 512; Trost y col., J. Org.
Chem. 1986, v. 51, pp. 2370 - 2374; J. Org. Chem. 1998, v. 63, p. 8957;
Tetrahedron: Asymmetry 1995, v. 6, p. 2385, Tetrahedron: Asymmetry 1996, v.
7. p. 3285.

El enantibmero deseado, por ejemplo, (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol, después se aisla opcionalmente a partir de cualquier sustrato
residual y otros componentes de reacciéon usando procedimientos bien
conocidos en la técnica (por ejemplo, las mezclas de reaccion se pueden
extraer con un disolvente adecuado tal como MeOH y analizarse mediante RP -
HPLC; el alcohol correspondiente se puede separar a partir de los otros
compuestos organicos mediante cromatografia ultra rapida, y el alcohol
purificado se puede analizar mediante HPLC quiral, véase, por ejemplo,
Allenmark y col., Enzyme Microbial Technol., 1989, vol. 11, pp. 177 - 179),
antes de su uso preferido como intermedio en la sintesis de ciertos analogos de
2- aminopiridina unidos a éter, enantioméricamente enriquecidos que inhiben

potentemente la autofosforilacion de receptor del factor de crecimiento de

e
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hepatocitos humanos, como se describe en el ejemplo 3 en esta memoria
descriptiva.

En general, solamente una muy pequena cantidad (por ejemplo entre
aproximadamente 1% de ee y aproximadamente 5% de ee), si la hay, del
enantibmero no deseado se produce mediante los procedimientos de bio -
reduccion estereoselectiva de esta invencion. Todavia, cuando se desea, la
cantidad del enantiomero deseada se puede separar sustancialmente de la
cantidad del enantiémero .no deseado, por ejemplo, mediante cristalizacion.

Los procedimientos de la presente invencion se llevan a cabo faciimente.
De este modo, una enzima o microorganismo o bien se incuba (la enzima,
preparacién de células rotas, preparacién deshidratada, o cualquier otra
preparacién adecuada del microorganismo) o se fermenta (microorganismo
intacto) en presencia de una cantidad del sustrato, 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanona, para producir una mayor cantidad del enantibmero
deseado de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol, que del enantibmero no
deseado, por lo tanto, en una etapa, dando como resultado el enantidmero
opticamente ennquecido.

Adecuados en principio para el procedimiento segun la invenciéon son
todos los microorganismos tales como hongos, levaduras o bacterias ©
enzimas o sistemas enzimaticos tales como las diversas aicohol y aldehido
deshidrogenasas, las lactato o formiato deshidrogenasas, preferiblemente
alcohol y aldehido deshidrogenasas, capaces de reducir compuestos
carbonilicos o aldehidos a los alcoholes. Los microorganismos se pueden usar
directamente después de cultivo (biomasas humeda) o después de liofilizacién

(materia seca) para el procedimiento segun la invencién. Los microorganismos

0!
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0 enzimas usados de manera ventajosa son aquellos capaces de reducir 1-
(2,6- dicloro-3-fluorofenil)etanona al enantidmero deseado de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol con una pureza enantidmerica que excede de 85% de ee,
preferiblemente excediendo de 90% de ee y muy particularmente excediendo
preferiblemente de 95% de ee. Los ejemplos de microorganismos adecuados
son organismos del género Alcaligenes, Aspergilius, Beauveria, Candida,
Cryptococcus, Curvularia, Diplodia, Endomycopsis, Geotrichum, Hansenula,
Kloeckera, Kluyveromyces, Lactobacillus, Mucor, Nocardia, Penicillium, Pfaffia,
Pichia, Pseudomonas, Rhodococcus, Rhodotorula, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Sporidiobolus, Streptomyces, Torulopsis o Yarrowia.
Las siguientes especies de los géneros anteriormente mencionados se usan de
manera ventajosa: Alcaligenes eutrophus, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Beauveria bassiana, Candida guilliermondii, Candida lipolytica,
Candida membranaefaciens, Candida methylica, Candida parapsilosis, Candida
magnoliae, Candida rugosa, Candida utilis, Curvularia falcata, Diplodia
gossypina, Cryptococcus macerans, GGeotrichum, candidum, Hansenula
anomala, Hansenula beckii, Hansenula holstii, wingei, Hansenula polymorpha,
Mucor sp., Nocardia rubropertincta, Plaffia rhodozyma, Pichia glucozyma,
Pichia fermentans, Pichia capsulata, Pichia guilllermondii, Pichia
membranaefaciens, Pichia pasioris, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
cepacia, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus ruber, Rhodotorula rubra,
Rhodotorula gracilis, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta, Rhodotorula
termusruber, Saccharomyces  cerevisiae, Saccharomyces  uvarum,
Saccharomyces dairensis, Saccharomyces rouxii, Saccharomyces pastorianus,

Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces Jjaponicus,
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Schizosaccharomyces malidevorans, Schizosaccharomyces octosporus,
Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis enokii, Torulopsis methanothermo y
Yarrowia lipolytica. Los diversos generos de levaduras tales como Candida,
Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces, Pfaffia, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Schizd'saccharomyces, Torulopsis y Yarrowia se usan
preferiblemente. Particular y preferiblemente usados son los géneros y
especies Candida guilliermondii, Candida lipolytica, Candida membranafaciens,
Candida methylica, Candida parapsilosis, Candida magnoliae, Candida rugosa,
Candida utilis, Hansenula anomala, Hansenula beckii, Hansenula holstii,
wingei, Hansenula polymorfa, Pfaffia rhodozyma, Pichia glucozyma, Pichia
fermentans, Pichia capsulata, Pichia guilliermondii, Pichia membranafaciens,
Pichia pastoris, Rhodotorula rubra, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula minuta, Rhodotorula termusruber, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces uvarum, Saccharomyces dairensis, Saccharomyces kiuyveri,
Saccharomyces rouxii, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces kluyveri,
Schizosaccharomyces  japonicus, Schizosaccharomyces, malidevorans,
Schizosaccharomyces octosporus, Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis
enokii, Torulopsis methanothermo y Yarrowia lipolytica, muy particular y
preferiblemente los géneros y especie. Rhodotorula rubra, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Schizosaccharomyces japonicus, Pichia
fermentans, Hansenula polymorpha, Rhodotorula gracilis, Candida utilis y
Candida magnohae.

Los microorganismos se pueden transformar genéticamente para
mejorar la produccién de enzima en una célula, para proporcionar enzimas que

regeneran coenzimas en la misma célula, para mejorar las
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enantioselectividades pobres debido a la presencia de enzimas plurales en una
célula con especificidades de sustralto que se solapan pero
enantioselectividades diferentes, para solucionar el problema de exceso de
metabolismo etc, como se describe, por ejemplo, en Nakamura y col.,
Tetrahedron: Assymetry, 2003, vol. 14, pp. 2659 - 2681. :

Uno o mas de cualquiera de los microorganismos adecuados se pueden
usar en los procedimientos de la presente invencion. Como se ha descrito
anteriormente, el microorganismo usado en los procedimientos sujetos puede
estar intacto, cualquier preparacion adecuada del mismo, por ejemplo, una
preparacién de células rotas del mismo, una preparacion deshidratada del
mismo, y estar o bien libre o inmovilizado. Sin embargo, cuando se emplea un
microorganismo no intacto en la presente invencién tal como, por ejemplo, una
preparacion de células rotas, por ejemplo, extracto celular, preparacion
enzimatica en polvo en acetona, o la enzima derivada del mismo, los expertos
en la técnica entenderian que también esta incluido un co - factor adecuado
para la enzima.

Los expertos en la técnica entenderdn a partir de la descripcion
proporcionada en esta memoria descriptiva y su conocimiento relacionado
coémo preparar una preparacion de células rotas adecuada tal como se
describe, por ejemplo, en Patel y col., Appl. Environ. Microbiol., 1979, vol. 38,
pp. 219 - 223. Los expertos en la técnica entenderan a partir de la descripcion
proporcionada en esta memoria descriptiva y su conocimiento relacionado
cOmo preparar una preparacion enzimdtica en polvo en acetona adecuada tal
como se describe, por ejemplo, en Nakamura y col., Tetrahedron Lett., 1996,

vol. 37, pp. 1629 - 1632, Nakamura y col., Tetrahedron: Assymetry, 2003, vol.
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14, pp. 2659 - 2681.

La enzima puede ser cualquier enzima obtenible de animales, plantas,
microorganismos, etc. La enzima se puede emplear en cualquier forma
convencional tal como en una forma purificada, una forma bruta, una mezcla
con otras enzimas, un caldo de fermentacion microbiana, un caldo de
fermentacioén, un cuerpo microbiano, un filtrado de caldo de fermentacion, y
similares, bien solos o en combinacién. Ademas, la enzima o cuerpo
microbiano se puede inmovilizar sobre una resina.

Ademas, una enzima (por ejemplo, una éxidorreductasa) de cualquier
microorganismo adecuado se puede usar también en los procedimiento sujeto,
y esta enzima se puede aislar a partir del microorganismo mediante cualquier
procedimiento conocido adecuado para los expertos en la técnica, como para el
microorganismo intacto, se puede usar en el procedimiento sujeto o bien en
forma libre o forma inmovilizada. Los expertos en la técnica entenderan a partir
de la descripcién proporcionada en esta memoria descriptiva y su conocimiento
relacionado cémo aislar y purificar la enzima del microorganismo adecuado tal
como se describe, por ejemplo, en el documento WO 03/093477.

Las enzimas ejemplares, comerciaimente disponibles adecuadas para
uso en la presente invencién incluyen deshidrogenasas y reductasas, que se
clasifican bajo E.C.1.1.1 y capaces de catalizar la reduccién de grupos
carbonilo, tales como, por ejemplo, un kit KRED - M27 de cetona reductasas
de Biocatalytics, Inc., alcoholdeshidrogenasa de higado de caballo (Grunwald y
col., J. Am. Chem. Soc., 1986, vol. 108, pp. 6732 - 6734; Johansson y col., Eur.
J. Biochem., 1995, vol. 227, pp. 551 - §55; Adolph y col., Biochemistry, 2000,
vol. 39, pp. 12885 - 12897; Wong y col., Tetrahedron Organic Chemistry, 1994,

\DP
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vol. 12, pp. 149 - 150), alcohol deshidrogenasa de levadura, alcohol
deshidrogenasa de Thermoanaerobium brokii y alcoho! deshidrogenasa de
Lactobacillus kefir.

Los sustratos naturales de las enzimas son alcoholes tales como etanol,
lactato, glicerol, etc. y los compuestos carbonilo correspondientes; sin
embargo, cetonas no naturales también se pueden reducir
enantioselectivamente. Para mostrar actividades cataliticas, las enzimas
requieren una coenzima tal como NADH o NADPH a partir de la cual se
transfiere un hidruro al carbono carbonilo sustrato. Existen cuatro patrones
estereoquimicos que permiten la transferencia del hidruro a partir de la
coenzima, NAD(P)H, al sustrato. Con enzimas E1 y E2, el hidruro ataca la cara
st del grupo carbonilo, mientras que con las enzimas E3 y E4, el hidruro ataca
la cara re, que da como resultado la formacién de alcoholes (R) y (S),
respectivamente. Por otra parte, las enzimas E1 y E3 transfieren el hidruro pro -
(R) de la coenzima, y las enzimas E2 y E4 usan el hidruro pro-(S). Los
ejemplos de las enzimas E1 - E3 son como sigue:

E1: alcohol deshidrogenasa de Pseudomonas sp.

Alcohol deshidrogenasa de Lactobacillus kefir

E2: glicerol deshidrogenasa de Geotrichum candidum

Dihidroxiacetona reductasa de Mucor javanicus

E3: alcohol deshidrogenasa de levadura

Alcohol deshidrogenasa de higado de caballo

Alcohol deshidrogenasa de Moraxella sp

La evolucion dirigida de enzimas se puede usar para mejorar la funcion

reductora de las enzimas © biocatalizadores para reduccion se pueden
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confeccionar usando la técnica de anticuerpos cataliticos como se describe, por
ejemplo, en Nakamura y col., Tetrahedron: Assymmeiry, 2003, vol. 14, pp.
2659 - 2681.

Los microorganismos adecuados para uso en reduccion microbiana
estereoselectiva sujeto se pueden preparar mediante cualquier procedimiento
adecuado conocido para los expertos en la técnica. Un ejemplo de un
procedimiento adecuado para la preparacién de un microorganismo a partir de
una existencia comprada comercialmente se proporciona mas adelante. El
procedimientio proporcionado mas adelante se puede usar para cualquier
microorganismo adecuado para uso en el procedimiento de la presente
invencion, y los expertos en la técnica entenderan a partir de la descripcion
proporcionada en esta memoria descriptiva como modificar cualquier parte del
procedimiento, por ejemplo, procedimiento de preparacién del microorganismo,
libre o inmovilizado, lavado o no lavado; procedimiento de contacto de la
cantidad del sustrato con el microorganismo; componentes y condiciones de
medio de crecimiento , por ejemplo, temperatura, pH y similares; o condiciones
de incubacion, para lograr el resultado deseado en cualquier procedimiento
particular.

Los expertos en la técnica entenderan a parir de la descripcion
proporcionada en esta memona descriptiva como preparar microorganismo
inmovilizado adecuado tal como se describe, por ejemplo, en Bauer y col,,
Biotechnol. Lett., 1996, 18, pp. 343 - 348 o0 enzima inmovilizada adecuada tal
como se describe, por ejemplo, en Svec, F.; Gemeiner, P. “Engineering aspects
of carriers for immobilized biocatalysts.” Biotechnology & Genetic Engineering

Heviews 1996, vol. 13, pp. 217 - 235.

\OX



10

15

20

25

46

Cualquier procedimiento adecuado de poner en contacto la cantidad del
sustrato con el microorganismo o sistema de reduccién enzimatico se puede
usar en la presente invencién. El sustrato se puede poner en contacto con el
microorganismo o el sistema de reduccién enzimatico en cualquier orden
adecuado. Por ejemplo, el sustrato se puede ainadir a un medio, tal como un
caldo de cultivo, que comprende el microorganismo, libre o inmovilizado, o
alguna combinacion del mismo; o el medio puede comprender el sustrato y el
microorganismo se puede anadir después a tal medio; o el sustrato y el
microorganismo se pueden afadir juntos a tal medio; ¢ el sustrato se puede
anadir a una preparacion de células rotas del mismo; o el sustrato se puede
anadir a una preparacion deshidratada del microorganismo; o bien el sustrato o
el microorganismo o sistema de reduccién enzimatica se puede afadir a un
disolvente adecuado que comprende el otro; y similares. Por ejemplo, el
sistema de reduccidn enzimatico se puede afadir a un disolvente
apreciablemente organico con el contacto produciéndose mediante fa adicion
del sustrato a ese disolvente. Los expertos en la técnica también entenderan
basandose en la presente descripcidn cémo poner en contacto mediante la
adicién del sustrato adsorbido a una resina. Ademas, los expertos en la técnica
entenderan a partir de la descripcion proporcionada en esta memoria
descriptiva cémo modificar cualquier parte del procedimiento sujeto segln se
desee.

Para el procedimiento segun la invencién, los microorganismos se
pueden cultivar primero en condiciones limitadas de nitrégeno y, después de
recoger las células, por ejemplo, mediante centrifugacién, usarse para el

procedimiento segun la invencion. La reduccién se puede llevar a cabo con
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células enteras, digestiones de células o extractos de enzimas brutas obtenidas
a partir de las células 0 enzimas purificadas. E! procedimiento se puede llevar a
cabo en medio acuoso en presencia de una fuente de carbono en el caso de
células enteras o de un agente reductor tal como NADH o NADPH y de un
cofactor que se recicla, tal como con la ayuda de formiato deshidrogenasa y
acido férmico, y, cuando sea apropiado, otras enzimas en el caso de
digestiones celulares, extractos brutos o enzimas puras. La adicion de
nutrientes adicionales en la reduccién con células enteras, tal como una fuente
de nitrégeno, vitaminas o fosfatos, es inoportuna debido a que se observan
reacciones secundarias no deseadas en estas condiciones, por ejemplo, que
pueden dar como resultado calidad de producto deficiente u otros problemas de
tratamiento. Adecuados como fuente de carbono para el microorganismo son
todas fuentes de carbono capaces de proporcionar las células con los
equivalentes necesarios para la reduccion. Los ejemplos de fuentes de carbono
que se pueden mencionar en esta memoria descriptiva son mono- ©
disacandos tales como glucosa, manosa, maltosa, sacarosa, alcoholes
primarios 0 secundarios tales como metanol, etanol, propanol, policles tales
como glicerol, acidos carboxilicos inferiores tales como acido lactico, acido
malico o aminodcidos tal como glutamato. La conversidn del precursor con
microorganismos en solucién acuosa en presencia de una fuente de carbono
tiene la ventaja de que ni el precursor ni el producto se metaboliza y no se
forman subproductos.

La reaccién de bio - reduccién se puede llevar a cabo en agua pura o en
tampones acuosos sin adicion de otros disolventes 0 mezclas de disolventes.

Para mejorar la solubilidad del precursor, 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona,
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es posible anadir disolventes organicos miscibles en agua tales como
tetrahidrofurano, acetonitrilo, dimetilformamida, dimetitsulféxido,
dimetilacetamida, alcoholes primarios o secundarios, acidos carboxilicos,
lactonas tal como y-butirolactona, que son capaces de mejorar la solubilidad
del precursor, 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona, a la reaccion.

La reaccién se puede llevar a cabo a entre 0°C y 502C, preferiblemente
entre 10°C y 45°C, particular y preferiblemente entre 152C y 40°C.

Los tiempos de reaccion dependen de microorganismo ¢ enzima y estan
entre 1 y 72 horas, preferiblemente entre 1 y 48 horas. ‘

Cualquier duracion adecuada de crecimiento del microorganismo,
poniendo en contacto el microorganismo con la cantidad de sustrato, e
incubacion del sustrato con el microorganismo se puede usar en la presente
invencién. Se puede lograr crecimiento adecuado del microorganismo, por
ejemplo, dentro de aproximadamente 24 horas, 48 horas, 0 72 horas, tiempo en
el que se puede afiadir al cultivo una alicuota adecuada de una solucién de la
cantidad del sustrato en un disolvente adecuado, preferiblemente etanol.
Después la fermentacidn se puede continuar durante, por ejemplo entre
aproximadamente dos a -aproximadarnente seis dias, y preferiblemente, por
ejemplo, durante aproximadamente cinco dias. El progreso de la reaccién se
puede seguir faciimente mediante procedimientos convencionales después de
la extraccion de! producto con un disolvente orgéanico. El caldo de fermentacion
se puede extraer usando cualquier procedimiento de extraccién adecuado, por
el que, por ejemplo, un disolvente adecuado, tal como, por ejemplo, acetato de
etilo, metilisobutilcetona, metiletilcetona, cloruro de metileno, y similares,

preferiblemente, acetato de etilo, retira los componentes organicos del caldo de
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fermentacién. También se puede usar metanol para extraer material de las
células en la mezcla metanol - agua. Después de la extraccién del caldo de
fermentacion y separacion de las fases organica y acuosa, los compuestos que
comprenden el residuo organico se pueden determinar usando cualquier
procedimiento adecuado, tal como, por ejemplo, cromatografia,
preferiblemente, HPLC quiral.

La reaccion preferiblemente se lleva a cabo en condiciones aerobias, es
decir, con aireacion en el caso de conversibn con microorganismos,
preferiblemente con aireacion suave. Sin embargo, también es posible la
conversién en condiciones anaerobias. El procedimiento se puede llevar a cabo
de forma continua o por lotes.

El producto a partir de cualquiera de las anteriores reacciones se puede
purificar mediante separacion por fases y/o extraccion en un disolvente
adecuado, tal como diclorometano y después, si se requiere, se puede
cromatografiar.

Las reacciones anteriormente mencionadas también se pueden llevar a
cabo usando procedimientos de produccién en continuo que implica reciclado
continuo de la fase organica en la reaccién o inmovilizaciéon de las células y el
paso del sustrato en solucién organica sobre la biomasa inmovilizada en una
columna, reactor de bucle u otro reactor similar.

Por lo tanto, como entenderian los expertos en la técnica, variacion del
medio de crecimiento, las condiciones de fermentacion, y/o condiciones de la
reduccién (por ejemplo, la temperatura, pH, y la cantidad de sustrato) se
pueden alterar para controlar el rendimiento de los compuestos resultantes y

sus velocidades relativas de produccion. En general, las técnicas empleadas en



10

15

20

25

50

la presente invencion se elegiran con relacién a la eficacia industrial. E} medio
de crecimiento, condiciones de fermentacién y cantidades relativas de
microorganismo, o sistema de reduccion enzimatica, y del sustrato descrito en
esta memona descriptiva, son meramente ilustrativos de la amplia variedad de
medios, condiciones de fermentacion y cantidades de materiales de partida que
se pueden emplear adecuadamente en la presente invencién como apreciarian
los expertos en la técnica, y no pretenden limitarla de ninguna manera.

Cualquier procedimiento adecuado para aislar y/o purificar cualquiera de
los productos de los procedimientos sujetos se puede usar en la presente
invencién incluyendo filtracion, extraccion, cristalizacién, cromatografia en
columna, cromatografia en capa fina cromatografia liquida de baja presion
preparativa o HPLC, o cualquier combinacibn adecuada de tales
procedimientos.

La presente invencién se illustra mediante los siguientes ejempios. La
descripcion anterior y siguiente de la presente invencién y las diversas
realizaciones no se proponen ser limitantes de la invencién sinoc mas bien son
ilustrativos de la misma. Por lo tanto, se entendera que la invencién no se limita

a detalles especificos de estos ejemplos.

EJEMPLOS
Materiales
Se obtuvieron placas de 96 pocillos y accesorios adecuados de VWR
international. Los instrumentos analiticos que incluyen la Tecan Genesis 2000
Workstation (Research Triangle Park, NC), automuestreador de HPLC Agilent
220 y 6890N GC (Agilent Technologies, CA), SpectraMax Plus 384 (Molecular
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Devices, USA), Beckman Coulter P/ACE MDQ (Fullerton, CA), vy
Waters/Micromass ZQ CL/EM (Waters, MA) se compraron a sus proveedores
respectivos. El termomezclador - R Eppendorf se compré en VWR. Se
obtuvieron columnas de HPLC quiral usadas en el andlisis de Chiral
Technologies (Exton, PA)'y Phenomenex (Torrance, CA).

La mayoria de enzimas utilizadas en la placa de selecciéon se obtuvieron
de diversos proveedores de enzimas incluyendo Amano (Nagoya, Japén),
Roche (Basel, Suiza), Novo Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca), Altus Biologics
Inc. (Cambridge, MA), Biocatalytics (Pasadena, CA), Toyobo (Osaka, Japén),
Sigma y Fluka. La tabla 1 ilustra fuentes de enzimas especificas que
corresponden a cada enzima. El kit de actividad de lipasa - PS se comprd en
Sigma. La esterasa de higado de cerdo comercialmente disponible se compré
en Biocatalytics (Pasadena, CA) en forma de una suspension de sulfato
aménico bruto bajo el nombre de PLE AS (n? de catalogo ICR - 123).

La mayoria de los disolventes utilizados durante la optimizacién se
obtuvo de EM Science {(Gibbstown, NJ) y eran de la pureza mas alta disponible.

Procedimientos de HPLC

El andlisis de HPLC de las muestras seleccionadas se realiz6 sobre una
Agilent 1100 HPLC con automuestreador de 96 pocillos. Las reacciones de
realizaron en un termomezclador - R Eppendorf (VWR).

Cada muestra de HPLC se prepard tomando 2 x 50 pl de la mezcla de
reaccion, después se combinaron y se diluyeron con 2 ml de acetonitrilo. Se
diluyeron posteriormente 100 pl de esa solucion con 400 pl de acetonitrilo y se
inyectaron en la HPLC.

Procedimiento de HPLC no guiral

V&

N
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Usando detector de longitud de onda de 254 nm; columna Phenomenex
luna C 18, 3 ym, C18, 4,6 x 30 mm; caudal 2,0 mI/min; volumen de inyeccién:
5 pl; fases moviles: A: agua - acido trifiluoroacético (TFA) al 0,1% B: acetonitrilo
- TFA al 0,1%; las muestras se desarrollaron sobre el gradiente (0,5 minutos
después del desarrolio)

Tiempo % de B % de C % de D

1 0,00 5,0 0.0 0,0
2 1,67 65,0 0,0 0,0
3 2,00 95,0 0,0 0.0
4 2,50 95,0 0,0 0,0
5 2,60 50 0.0 0,0
6 3,00 50 0,0 50

Procedimientos de HPLC quiral
Alcohol 1: usando detector de longitud de onda: 254 nm; Chiracel ADR -

H, 3 ym, C18, 4,6 x 150 mm; caudal 0,8 ml/min; volumen de inyeccién 10 pl;
fases mdviles: A: agua B: acetonitrilo; isocratico: 50% de B durante 15 minutos.

Acetaio 2: procedimiento quiral usando detector de longitud de onda:
254 nm; Chiralcel OJ - RH, 3 ym, C18, 4,6 x 150 mm; caudal 0,6 ml/min:
volumen de inyeccion 10 pl; fases moviles: A: agua B: acetonitrilo; isocratico:

50% de B durante 15 minutos.

Preparacién de placas de seleccién

Se ha llevado a cabo la preparacién de placas de seleccion segun

Yazbeck y col., Adv. Synth. Catal., 2003, vol. 345, pp. 524 - 532.
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Especificamente, la preparacién usualmente lleva del orden de 1 - 2 dias
y conlleva la preparacion de soluciones madre de enzimas (100 mg/ml) y la
dispensacién de estas soluciones madre en placas de seleccién de 96 pocillos,
o “kits de seleccidon”. La dispensacién de estas soluciones madre en una placa
de seleccion se lleva a cabo mediante un puesto de trabajo manipulador de
liquido automatico, que se programé para dispensar exactamente 10 pl de cada
enzima individual en el lugar adecuado en cada placa de 96 pocillos.

Cuando se elige un formato de placa de 96 pocillos, las placas necesitan
ser resistentes a tanto disolvente como temperatura, por lo tanto, se
recomienda el uso de placas de polipropileno. El volumen y morfologia de placa
también tienen que considerarse. Las reacciones en esta memoria descriptiva
se llevan a cabo en voliumenes de reaccién de 100 pl en placas no mayores de
500 yl. Las placas de fondo en V tienden a mejorar la agitacion de la solucion y
permiten muestreo mas limpio después de centrifugacion.

Una vez que se preparan las placas, se pueden sellar con cualquier hoja
delgada adhesiva o con una cubierta mate penetrable y almacenarse a -80°C
durante meses 0 incluso afos.

En los casos en los que se requieren condiciones anhidras, tales como
reacciones de acilacion y amidacion, las placas de seleccién se deben liofilizar
antes de uso. Con el fin de retirar el agua de cada pocillo, la placa se liofiliza
durante 10 a 24 horas en una camara a temperatura de -20°C. Después de la

liofilizacidn, las placas se pueden almacenar a de 4 a 8 ¢C.

Procedimiento de seleccién de enzimas

La resolucion de acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo se llevd a
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cabo como sigue. Una placa de 96 pocillos preparada como se ha descrito
anteriormente se descongeld durante cinco minutos. Después se dispensaron
80 pl de tampdn fosfato de potasio (0,1 M, pH 7,2) en los pocillos usando una
pipeta multi - canal. Después se afiadieron 10 pl de la solucién madre de
sustrato (50 mg/ml de acetonitrilo) a cada pocillo mediante una pipeta multi -
canal, y las 96 reacciones se incubaron a 30°C y 750 rpm. Las reacciones se
muestrearon después de 16 horas mediante la transferencia de 25 pl de la
mezcla de reaccion en una nueva placa de 96 pocillos, que después se inactivd
mediante la adicion de 150 I de acetonitrilo. Después la placa de 96 pocillos
se centrifugd, y el sobrenadante organico se transfiri6 de cada pocillo en otra
placa de 96 pocillos. Después las reacciones muestreadas se sellaron usando
una cubierta mate penetrable y se transfirieron a un sistema de HPLC para
anadlisis. La misma placa se uso para analizar las muestras respecto a tanto la
reactividad como la enantioselectividad usando columnas alternas sobre la
HPLC simultaneamente.

EJEMPLO 1

Preparacién de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol épticamente
activo mediante combinacién de resolucion enzimética y transformacion
quimica

Para propésitos ilustrativos solamente, el procedimiento de la presente
invencion se demuestra mediante el siguiente ejemplo de biotransformacién de
un acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo racémico, cuya biotransformacion
se representa en el esquema 1.

Esquema 1

©
N
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Resolucién enzimética de acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo (2)

El procedimiento implico la realizacién de cuatro etapas principales:
5 1) preparar el acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo racémico
2) seleccionar enzimas usando las lipasasas, proteasas y esterasas
comercialmente disponibles;
3) optimizar las condiciones de reaccién tales como pH, temperatura y
cantidad de enzima y sustrato; y
10 4) maximizar el rendimiento del procedimiento de resolucién enzimatico
desarrollando un procedimiento para fa combinacién de hidrdlisis

enzimatica, esterificacidon e hidrélisis quimica con inversién.
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1) Preparacién de acetato de 1-(2.6-dicloro-3-fluorofenil)etilo
racémico (compuesio 2)

Compuesto 1

5 1 -(2,6-dicloro-3-fluc;rofenil)etanol
Cl CH,
OH
Cl
F

Se afiadié borohidruro de sodio (90 mg, 2,4 mmoles) a una solucién de

2',6'-dicloro-3'-fluoroacetofenona (Aldrich, n® de catdlogo 52.294 - 5) (207 mg, 1

10 mmol) en 2 ml de CHzOH anhidro. La mezcla de reaccion se agitdé a

temperatura ambiente durante 1 hora después se evapord proporcionando un

residuo oleoso incoloro. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultra -

rapida (eluyendo con 0 — 10% de EtOAc en hexanos) proporcionando el

compuesto 1 en forma de un aceite incoloro (180 mg, 0,88 mmoles; 86,5% de

15 rendimiento); EM (IQPA) (M - H) 208; 'H RMN (cloroformo - D, 400 MHz) &

ppm 1,64 (d, J = 6,82 Hz, 3 H), 3,02 (d, J = 9,85 Hz, 1 H), 6,97 - 7,07 (m, 1 H),
7,19-7,33 (m, 1 H).

Compuesto 2

20 Acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo
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Cl CHg
cl CHa-
F

Se afadieron anhidndo acético (1,42 ml, 15 mmoles) y piridina (1,7 ml,
21 mmoles) secuencialmente a una solucién del compuesto 1 (2,2 g, 10,5
mmoles) en 20 ml de CH.Cl,. La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 12 horas y después se evapord proporcionando un residuo
oleoso amarillo. El residuo se purificO mediante cromatografia ultra - rapida
(eluyendo con 7 — 9% de EtOAc en hexanos) proporcionando el compuesto 2
en forma de un aceite incoloro (2,26 g, 9,0 mmoles; 85,6% de rendimiento); 'H
RMN (cloroformo - D, 400 MHz) & ppm 1,88 (d, J= 6,82 Hz, 3 H), 2,31 (s, 3H),
6,62 (c, J=6,82 Hz, 1 H), 7,25 (1, /= 8,46 Hz, 1 H), 7,49 (dd, J = 8,84, 5,05 Hz,
1 H). \

2) Seleccién de enzimas

El catalizador méas adecuado para la resolucion cinética de acetato de 1-
(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo racémico (compuesto 2) se identifico después de
seleccionar una coleccidbn de hidrolasas comerciaimente disponibles. Un
procedimiento de seleccion de enzimas general se usO para seleccionar 94

enzimas comercialmente disponibles representadas en la tabla 1.

Tabla 1

Kit de Rastreo de Biotransformaciones mediante Grupo de Enzimas (G3)

W
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Ne de Enzima Cédigo de proveedor
PGRD
1 Blanco [Tampén] Blanco
2 Blanco [ACN] Blanco
3 Lipasa pancreatica porcina Altus 03
4 CALA, lyo Altus 11
5 Lipasa de Candida lipolytica Altus 12
6 CALB, lyo Altus 13
7 Lipasa de Geotrichum candidum Altus 28
8 Lipasa de Pseudomonas aeruginosa Altus 50
9 Lipasa de Aspergillus niger Lipasa A de Amano
10 Lipasa de Pseudomonas cepacia Lipasa AH de Amano
1 Lipasa de Pseudomonas fluorescens Lipasa AK de Amano
12 Lipasa de Candida rugosa Lipasa AY de Amano
13 Lipasa de Rhizopus delemar Lipasa D de Amano
14 Lipasa de Rhizopus oryzae Lipasa F de Amano
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Ne de Enzima Cédigo de proveedor
PGRD
15 Lipasa de Penicillium camembertii Lipasa G de Amano
16 Lipasa de Mucor javanicus Lipasa M de Amano
17 Lipasa de Pseudomonas cepacia Lipasa PS de Amano
18 Lipasa de Penicillium roqueforti Lipasa R de Amano
19 Proteasa de Aspergillus sp. BioCatalytics 101
20 Lipasa de Pseudomonas sp. BioCatalytics 103
21 Lipasa fungica BioCatalytics 105
22 Lipasa microbina, lyo BioCatalytics 108
23 CALB, lyo BioCatalytics 110
24 Candida sp., lyo BioCatalytics 111
25 CALA, lyo BioCatalytics 112
26 Lipasa de Thermomyces sp. BioCatalytics 115
27 Lipasa de Alcaligenes sp., lyo BioCatalytics 117
28 Lipasa de Chromobacterium viscosum Altus 26
29 CalB, L2 Sol Chriazyme L2 Sol
30 Lipasa de Candida utilis Flukat
31 Lipasa de Rhizopus niveus Sigma L8

—
sy \ﬁj\



N? de Enzima Cédigo de proveedor

PGRD
32 Lipoproteina Lipasa de Pseudomonas | Sigma L13

species

33 Lipasa de Thermomuces lanuginosus Sigma L9 Lipolasa
34 Lipasa de Thermomuces lanuginosus Sigma L10 Novo871
35 Lipasa de Rhizomucor miehei Sigma L6 Pataiasa
36 Lipasa de Pseudomonas species Sigma L14 Tipo Xl
37 Lipasa de germen de trigo Sigma L11
38 Lipasa de Rhizopus arrhizus Sigma L7 Tipo Xi
39 Lipasa pancreatica 250 Valley Research V1
40 Tnpsina proteasa Altus 33
41 Quimopapaina proteasa Altus 38
42 Bromelaina proteasa Altus 40
43 Proteasa de Aspergillus niger Altus 41
44 Proteasa de Aspergillus oryzae Altus 42
45 Proteasa de Penicillium species Altus 43
46 Proteasa de Aspergillus sp. Altus 45
47 Renina Proteasa de estomago de | Sigma P24

ternera

P
22 \%}
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N2 de Enzima Cédigo de proveedor
PGRD

48 Subtilisina Carlsberg Altus 10

49 Proteasa de Bacillus lentus Altus 53

50 Proteasa de Aspergilius niger Proteasa A Aacida de
Amano

51 Proteasa de Rhizopus niveus Proteasa |l acida de
Amano

52 Proteasa de Rhizopus niveus Newlasa F de Amano

53 Proteasa de Rhizopus oryzae Peptidasa R de Amano

54 Proteasa de Bacillus subtilis Proleather FGF de
Amano

55 Proteasa de Aspergillus oryzae Proteasa A de Amano

56 Proteasa de Aspergillus oryzae Proteasa M de Amano

57 Proteasa de Bacillus subtilis Proteasa N de Amano

58 Aspergillus melleus Proteasa P de Amano

59 Proteasa de Bacillus stearothermophilus | Proteasa SG de
Amano

60 Esterasa de higado de cerdo, lyo BioCat Chirazyme E1

61 Esterasa de higado de cerdo, lyo BioCat Chirazyme E2

62 Proteasas de Streptomyces sp. BioCatalytics 118
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N? de Enzima Cédigo de proveedor
PGRD

63 Proteasa de Tritirachium album Proteinasa K de Fluka
P6

64 Proteasa de pancreas bovino Alfaquimotripsina | de
Sigma P18

65 Proteasa de Streptomyces griseus Bacteriana Sigma P 16

66 Proteasa de pancreas bovino Betaquimotripsina
Sigma P 21

67 Proteasa de Clostrndium histolyticum Clostripaina Sigma P
13

68 Proteasa de intestino bovino Enteropeptidasa Sigma
P17

69 Proteasa de intestino porcino Enteropeptidasa Sigma
P25

70 Proteasa de Bacillus species Esperasa Sigma P 8

71 Proteasa de Aspergillus oryzae Flavourzyme Sigma P
1

72 Proteasa de Bacillus amyloliquefaciens | Neutrasa Sigma P 5

73 Proteasa de Carica papaya Papaina Sigma P 12

74 Bacillus thermoproteolyticus rokko Proteasa Sigma P 10
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N¢ de Enzima Cédigo de proveedor
PGRD
75 Proteasa de Pyrococcus furiosis Proteasa S Sigma P 14
76 Proteasa de Bacillus species Savinasa Sigma P 9
77 Proteasa de pancreas bovino Sigma P 19 tipo 1
(bruta)
78 Proteasa de Bacillus polymyxa Sigma P 7 Tipo IX
79 Proteasa de Bacillus licheniformis Sigma P 6 Tipo VIl
80 Proteasa de Aspergillus saitoi Sigma P 3 Tipo Xl
81 Proteasa de Aspergillus sojae Sigma P 4 Tipo XIX
82 Proteasa de Aspergillus oryzae Sigma P 2 Tipo XXl
83 Protesa bacteriana Sigma P 11 tipo XXIV
84 Newlasa de Rhizopus species Sigma 15 Newlase
85 Validasa FP Conc Valley 05
86 Bromelian Conc Valley 10
87 Acilasa de Aspergillus Sp. Amanoc Am1
88 Acilasa de rifén porcino Acilasa ) Sigma A - S2
89 Penicilina G acilasa Altus 06
90 Esterasa de Mucor meihei Fluka
91 Esterasa de Candida rugosa Altus 31




64

N de Enzima Cédigo de proveedor
PGRD

92 Elastasa pancreatica porcina Altus 35

93 Colesterol esterasa Biocatalytics

94 PLE sulfato amoénico Biocatalytics 123

95 Esterasa de higado de conejo Sigma ES2

96 Colesterolesterasa de Pseudomonas flu. | Sigma ES4

Después de la seleccion inicial usando carga de sustrato al 5% en
tampdn fosfato de potasio 100 mM a pH 7,2, se identificaron varias hidrolasas

como éxitos para la hidrélisis enzimatica del éster del alcohol racémico 2 a

5 alcohol R-1 (esquema 2).

Esquema 2

54

oH ]
cl,'s 2
kit & seleccin de hlllohu-. CH, ‘\&%
ta,pH7.2 Cl

Compuesto R-1

10 (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol

s
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Cl CHs
OH

Ci
F

El compuesto R-1 se purficd a partir del compuesto S-2 mediante
cromatografia ultra - rapida (eluyendo con 15 — 17% de EtOAc en hexanos)
proporcionando el compuesto R-1 en forma de un aceite incoloro (92,7 mg;

5 0,45 mmoles).
Compuesto S-2
Acetato de (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo

O
cl O’lLCHs
CHj;
Cl
F
10
El compuesto S-2 se purific6 a partir del compuesto R-1 mediante
cromatografia ultra - rapida (eluyendo con 9 — 10% de EtOAc en hexanos)
proporcionando el compuesto S-2 en forrna de un aceite incoloro (185,9 mg;
0,74 mmoles).
15 Como se muestra en la tabla 2, varias enzimas mostraron actividad

hacia acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo (2). El andlisis de los valores E

revelé que cinco de aquellas enzimas mostraban buena enantioselectividad de

-

7.
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valor E mayor de 100. Tanto la lipasa de Rhizopus delemar como la esterasa

de higado de cerdo (PLE) mostraron valores de E > 150. Sin embargo, PLE

mostré la mas alta reactividad hacia acetato de (R) 1-(2,6-dicloro-3-

fluorofenil)etilo ((R)-2).

Tabla 2

Enzimas

Valorde E

Reactividad

Selectiva para hidrdlisis de acetato (R}

Lipasa B (CAL - B) de Candida antarctica,
esterasa de higado de cerdo (PLE), lipasa de
Rhizopus delemar, acilasa de rifién porcino,

colesterol esterasa

Proteasa intestinal bovina, protesa P6 tipo

VIl de Sigma, lipasa de Candida rugosa

Alto

(> 100)

Alta

Baja

Lipasa de Rhizopus orizae, lipasa de
Penicilhum camembertii, lipasa de
Pseudomonas sp. lipasa de Thermomyces
sp., lipasa de Alcaligenes sp., lipasa de
Chromobacterium viscosum, lipasa de
Rhizomucor miehei, lipasa de Thermomyces
lanuginosus., lipasa de germen de trigo,
Bromelain proteasa, proteasa de Aspergillus

niger, proteasa de Rhizpus niveus, proteasa

Bajo (< 20)

Baja

V&



Enzimas Valor de E Reactividad

de Aspergillus saitol, acilasa de Aspergilius

sp.

Selectiva para la hidrolisis de acetato {S)

Lipasa A de Candida antarctica (CAL - A), Bajo (< 10) Baja

Subtilisina Carlsberg (proteasa de Bacillus

licheniformis),

Lipasa de Rhizopus oryzae

Proteasa de Rhizopus delemar Alia

La configuracion absoluta de alcohol (1) generado a partir de la hidrélisis
con PLE se asigné inicialmente por comparacioén con una reaccion conocida de
un sustrato simitar como se muestra en el esquema 3 y se describe en

5 Bouzemi, N. y col, Tetrahedron Letters, 2004, pp. 627 - 630.

Esquema 3

Reseiia bibliografica

CAL-B ~CH
CHy - @/Lma + O/“ 3
acetato de vinilo

10 Ensayado en el laboratorio y asignado (asumiendo que la enzima no
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cambia el patrén de reconocimiento)

Cl OH I Q’LCHa
? CALB c *~CHy
CHy » ﬂ Hs +
acetato de vinilo al 5% v (o]
en acetato de etilo (S)- 1 (H)-Q

Como se muestra en el esquema 3, la acilacién enzimatica de 1-
fenilatanol usando CAL - B produjo ‘el enantidmero R de acetato de 1-feniletilo
que deja el enantimero S sin reaccionar de 1-feniletanol (Bouzemi, N. y col.,
Tetrahedron Letters, 2004, pp. 627 - 630). Se puede asumir que cuando CAL -
B se hace reaccionar con rac-1, el reconocimiento de sustrato debe ser el
mismo; de acuerdo a lo anterior, el producto éster obtenido se denomind
enantiémero R.

Cuando se compara con el compuesto obtenido en la hidrélisis
enzimatica de rac-1 con PLE (reaccidn opuesta), se observé el isémero R del
aicohol, que procedia claramente de la hidrélisis del acetato R.

Una determinacion directa de la configuracion absoluta del aicohol (1)
generado a partir del producto de hidrélisis con PLE se puede basar en la
determinacién por RMN del diastereoisémero producido a partir de los esteres

de Mosher.
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OH . o 1
cl Cl ‘CHa
F n
S-1 acido (s)-(+)-0- A
metoxlfenllacético
OH 4 © 1
F F
R-1 acldo (s)-(+)-0- B

metoxifenilacético

El compuesto A y el compuesto B se sintetizaron usando procedimientos
indicados en la bibliografia en Tetrahedron: Asymmetry 2002, vol. 13. p. 2283;
Tetrahedron Lelt. 1988, vol. 29. p. 6211. Estos dos compuestos se sometieron
a experimentos de 'H RMN y los desplazamientos quimicos de los grupos
metilo de tanto el compuesto A como el compuesto B se comparan para
determinar que el compuesto A tiene la configuracién “S" y el compuesto “B”
tiene la configuracién “R”.

Sintesis del compuesto A: DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida) (1,1
mmoles) se afadié a una solucién de acido (s)-(+)-a-metoxifenilacético (1
mmol) en 5 ml de THF anhidro. La mezcla de reaccion se agité durante 15
minutos a temperatura ambiente en atmésfera de nitrégeno. El compuesto-S-1

(1 mmol) y DMAP (4-dimetilaminopiridina) (0,2 mmoles) se afiadieron
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\

N

secuencialmente a la mezcla de reaccidon y la mezcla resuitante se agité a \{L)

temperatura ambiente durante 36 horas. La mezcla se evapord, se trituré en
metanol, se filtré, y se concentré6 para conseguir un residuo. El residuo se
purificé mediante HPLC proporcionando el compuesto A.

Sintesis del compuesto B: DCC (N,N'-diciclohexilcarbodiimida) 1,1
mmoles) se anadi® a una solucion de acido (s)-(+)-a-metoxifenilacético (1
mmol) en 5 ml de THF anhidro. La mezcla de reaccién se agité durante 15
minutos a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno. El compuesto R-1
(1 mmol) y DMAP (4-dimetilaminopiridina) (0,2 mmoles) se afadieron
secuencialmente a la mezcla de reaccidn y la mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante 36 horas. La mezcla se evapord, se triturd en
metanol, se filtré, y se concentré6 para consequir un residuo. El residuo se

purific6 mediante HPLC proporcionando el compuesto B.

3) Optimizacién de las condiciones de reaccidn usando PLE - AS

PLE es una enzima producida por Roche y vendida a través de
Biocatalytics Inc. como una preparacidn de estearasa bruta de higado de
cerdo, conocida comunmente como PLE AS (comprada en Biocatalytics como
ICR - 123, vendida en forma de una suspension de sulfato amodnico ). La
enzima se clasifica en el registro CAS como una “éster carboxilico hidrolasa,
CAS n? 9016 - 18 - 6". El nimero de clasificacién de enzima correspondiente es
EC 3.1.1.1. Se sabe que la enzima tiene una amplia especificidad de sustrato
hacia la hidrélisis de un amplio intervalo de ésteres. La actividad lipasa se
determina usando un procedimiento basado en la hidrélisis de butirato de etilo

en un ajustador de pH. 1 LU (unidad lipasa) es la cantidad de enzima que libera
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1 pmol ajustable de acido butirico ajustable por minuto a 22°C, pH 8,2. La
preparacion resefiada en esta memoria descriptiva (PLE - AS, como
suspension) se envia usualmente como un liquido marrén - verde opaco con
una actividad declarada de > 45 LU/mg (contenido proteico aproximadamente
40 mg/mi). '

Los principales parametros optimizados en esta reaccién eran las
concentraciones de sustrato y concentraciones de enzima, pH, y tipo de
tampén. La mayoria de los experimentos se realizaron usando la forma liquida
de la enzima comercialmente disponible como PLE - AS. El efecto del pH en
esta reaccién no era muy critico. Un intervalo razonable de pH para realizar la
reaccién incluye pH 6 - 9 con resultados optimos a pH 8,0. La mayoria de los
experimentos de optimizacion se realizaron después a temperatura ambiente.
Se ensayaron tampones: Tris, fosfato y acetato de calcio. La reaccién se puede
realizar en los tres tampones con resultados muy similares en el intervalo entre
10 y 100 mM de concentracién. Se pueden usar otros tampones para llevar a
cabo la reacciébn que incluyen acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES),
piperazina-N,N'-bis(acido 2-etanosuliénico) (PIPES), acido N,N-bis(2-
hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico (BES), acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS), N-(2- hidroxietil)piperazina-N'-(acido 2-
etanosulfénico) (HEPES), acido N-tris (hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico
(TES), tris(hidroximetil)aminometano (TRIZMA), N-tris(hidroximetil)metilglicina
(TRICINA), N,N-bis(2- hidroxietil)glicina (BICINA), acido N-
tris(hidroximetil)metil-3- aminopropanosulfénico (TAPS), o cualquier otro
tampén con valores de pKa entre 6 y 9. Se usaron velocidades de agitacion

normales en todos los experimentos (500 - 1000 rpm). Se encontré que un

P
@7
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contenido en enzima de 5 - 10% (v/v) podria catalizar eficazmente la reaccién
enzimatica casi tan eficaz como 20%. La premezcla de enzima y tampodn
seguido de adicibn de sustrato y agitacién fuerte se encontr6 que era
beneficioso para realizar la reaccion a concentraciones minimas. Usando las
condiciones optimizadas para cargas de enzimas se ensayaron, cargas de
sustratos entre 0,2 My 2 M y se encontré que concentraciones entre 1 -2 M
producian cerca de un 50% de conversién en 24 horas. Otras formas de la
enzima no comercialmente disponibles también se podrian usar, aquellas
incluyen inmovilizadas sobre soporte sdlido (tales como ceramica, celita,
Eupergit, perlas acrilicas, etc), cristales de enzimas reticuladas (CLEC), o
agregados de enzimas reticuladas (CLEA), granulos de sulfato aménico, o
cualquier otra forma en la que la actividad y enantioselectividad se puede
preservar o potenciar.

La preparacion a gran escala de los compuestos R-1 y S2 usando
resolucién con esterasa de higado de cerdo de acetato de 1-(2,6-dicloro-3-

fluorofenil)etilo racémico (2) se realizd segun el esquema 4.
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Esquema 4

OH CH,
) Ha CH,
)
F q F

2
' conversion al 50%
o

A un reactor de 5 | equipado con un electrodo de pH, un agitador en la
parte superior y una linea de adicién de base se afiadié la solucién de PLE - AS
(0,125 I) y 2,17 | de solucién de tampén fosfato potasico. Se usé un ajustador
de pH 718 Stat Tritino - Metrohm (Brinkman instruments, Inc) para realizar la
reaccién. La solucion de tampon fosfato potasico se preparé mezclando 2,17 |
de agua, 15,6 ml de solucién de KoHPO, 1 My 6,2 ml de KH2POQs.

Después, se afadid acetato de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etilo racémico
(2) (250 g, 1 mol). Después la suspension se agitd a temperatura ambiente
durante 22 horas. El pH de la solucién se mantuvo a 7,0 afnadiendo NaOH 2 N.
La reaccién se siguié por RP - HPLC mirando tanto la conversién como % de
ee del producto, y se detuvo después de que el 51 - 52% de material de partida

se hubiera consumido (aproximadamente 240 m| de base anadida).
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Después de la terminacion de la reaccion, se anadié metil terc-butil éter
(MTBE) (900 ml), y la mezcla se agité durante 5 minutos. La emulsion
resultante se pasé a través de una almohadilla de filtro de celita y después se
transfirid a un embudo de decantacion/extractor. Esta fase incluye suspension
de celita con agua desionizada y después el vertido en un embudo Buchner de
la aimohadilla de celita preparada. El filtrado de agua de deseché antes de
pasasr la emulsién enzimatica. Después se separaron las fases, se extrajo la
fase acuosa dos veces mas con 900 ml de MTBE cada una. Las fases de
MTBE combinadas se secaron con NaxSO,; y se concentraron a vacio

produciendo 242 g de mezcla de alcohol bruto y acetato.

4) Maximizacion de rendimiento _del procedimiento de resolucidén

enzimatica desarrollando un procedimiento para la_combinacién de hidrélisis
enzimética, esterificacién e hidrélisis quimica con inversién

Una vez que se desarroll6 la resolucion cinética enzimatica, se explord la
conversién quimica del alcohol “R-1" al acetato “S-2". El procedimiento se

realizd segun el esquema 5.

&
\
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Esquema &
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Fa
lconverslbn al 50%

eloruro de metansulionlio/
plndlna

S

Aeetato de potaslo/DMF
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A un matraz de 50 ml con camisa equipado con un electrodo de pH, un
agitador en la parte superior y una linea de adicion de base (1 M, NaOH), se
anadié 1,2 ml de tampén fosfato potasico 100 mM pH 7,0 y 0,13 m! de una
suspension de PLE AS. Después el compuesto 2 (0,13 g, 0,5 mmoles, 1,00 eq)
se afnadio gota a gota y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 20 h; manteniendo el pH de la reaccién constante a 7,0 usando NaOH
1 M. Tanto la conversién como el ee de la reaccion se controlaron mediante RP
- HPLC, y se detuvo después de que se habia consumido el 50% de material
de partida (aproximadamente 17 horas en estas condiciones). Después la
mezcla se extrajo tres veces con 10 ml de acetato de etilo recuperando tanto el
éster como el alcohol en forma de una mezcla de R-1y S-2.

Se afadié cloruro de metanosulfonilo (0,06 ml, 0,6 mmoles) a una
solucién de una mezcla de R-1 y S-2 (0,48 mmoles) en 4 ml de piridina en
atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura
ambiente durante 3 horas después se evaporé obteniendo un aceite. Se afiadié
agua (20 ml) a la mezcla y después se afiadié EtOAc (20 ml x 2) extrayendo la
solucién acuosa. Las fases organicas se combinaron, se secaron, se filtraron, y
se evaporaron produciendo una mezcla de R-3 y S-2. La mezcla se usé en la
siguiente etapa de reaccion sin purificacién adicional. '"H RMN (cloroformo-D,
400 MHz) 6 ppm 1,66 (d, J=7,1 Hz, 3H), 1,84 (d, J=7,1 Hz, 3H), 2,09 (s, 3
H), 2,92 (s, 3 H), 6,39 (¢, J=7,0 Hz, 1 H), 6,46 (c, J=6,8 Hz, 1 H), 6,98 - 7,07
(m, 1 H), 7,07 - 7,17 (m, 1 H), 7,23 - 7,30 (m, 1 H), 7,34 (dd, J = 8,8, 4,80 Hz, 1
H).

Se aiadi6 acetato de potasio (0,027 g, 0,26 mmoles) a una solucién de

solucién de una mezcla de R-3 y S-2 (0,48 mmoles) en 4 ml de DMF en
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atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccidn se calentd hasta 1002C durante
12 horas. Se afadi6 agua (20 mi) a la mezcla de reaccion y EtOAc (20 mix 2)
extrayendo la solucion acuosa. La fase organica combinada se secd, se filtr6, y
se evapor6 proporcionando un aceite de S-2 (72 mg, 61% de rendimiento en
dos etapas). Quiralidad ee: 97,6%. 'H RMN (cloroformo-D, 400 MHz) & ppm
1,66 (d, J=7,1 Hz, 3 H), 2,09 (s, 3H), 6,39 (¢, J=6,8Hz, 1 H), 7,02 (t, /J=8,5
Hz, 1 H), 7,22 - 7,30 {m, 1 H).

Se anadid lentamente metéxido de sodio (19 mmoles, 0,5 M en
metanol) al compuesto S-2 (4,64 g, 18,8 mmoles) en una atmésfera de
nitrogeno a 0°C. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante
4 horas. Se evapord el disolvente y se anadido HO (100 ml). La mezcla de
reaccion enfriada se neutralizé con solucién de tampoén acetato sédico - acido
acético hasta un pH 7. Se afiadi6 acetato de etilo (100 ml x 2) extrayendo la
solucién acuosa. Las fases organicas combinadas se secaron sobre NaSOy,
se filtraron, y se evaporaron obteniendo S-1 en forma de un sélido blanco (4,36
g, 94,9% de rendimiento); CFS - EM: 97% de ee. 'H RMN (cloroformo-D, 400
MHz) & ppm 1,65 (d, J=6,8 Hz, 3 H), 5,58 (¢, J= 6,9 Hz, 1 H), 6,96 - 7,10 (m, 1
H), 7,22-7,36 (m, 1 H).

EJEMPLO 2
Bio - reduccién enantioselectiva de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona

El desarrollo del procedimiento actual se acometié usando reacciones

catalizadas por células enteras asi como enzimas disponibles comercialmente.,
El procedimiento implico la realizacién de tres etapas principales:

1) seleccionar una coleccion de células enteras internas (o
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enzima aislada) que contenia principalmente cepas de
levaduras y hongos (alcoholdeshidrogenasas comercialments
disponibles y cetona reductasas),

2) realizar la optimizacién de reaccion respecto a pH, temperatura
yla cantidad de enzima y sustrato;

3) desarrollar un procedimiento para el reciclaje del
biocatalizador.

Seleccién de células enteras

La selecciéon de cepas capaces de hacer la reduccion enantioselectiva
de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona se llevdé a cabo como sigue. Se
desarrollaron cepas microbianas a partir de existencias congeladas en una
placa de 96 pocillos (5 pl/pocillo). 200 yl de medio YM estéril (medios Difco
271120) se inoculé en cada pocillo. Todas las cepas se desarrollaron a 28°C y
250 rpm en un agitador rotatorio. Después de 2 dias, se afiadid sustrato de una
solucidbn madre al 10% en etanol para alcanzar img/ml en cada pocillo.
Después las placas se agitaron a la misma velocidad y temperatura y las
reacciones se analizaron después de 2 - 7 dias. Las reacciones se analizaron
mediante HPLC usando una columna no quiral.

Ciento ochenta y ocho cepas microbianas diferentes mostradas en la
tabla 3 se distribuyeron en placas de 96 pocillos y se analizaron a
concentraciones de sustrato no mayores de 1 mg/ml como se ha descrito
anteriormente. Treinta cepas diferenies pertenecientes a especies de
Rhodotorula, Neurospora, Rhodosporibium, Aerobasidium, vy Candida se
encontraron que mostraban la actividad deseada. Todas las cepas mostraban

selectividad S. Después aquellas cepas se volvieron a seleccionar y las

/5@ %



levaduras UC2387 pertenecientes a especies de Rhodotorula se eligieron para
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la preparacién de S-1 a mayor escala.

[Tablad
Moo | Nontredeces  [Nm0ck, | omre e
TCC 18101  [Rhodofonde sp. JC2401 [Rhodotoruia sp.
TCC 18618  |Rhodoforula diffiuens UC2395 iCandida sp.
TCC 14023  |Rhodotoruia mucllagnosa  |JC2466 [Rhodosporibium dibovstum
hodotorula buffonli 481 fﬁmwmn rubra
" |Rhodotorula graminis LIC2454 Rhodotroduls glutinis
Cryptococcus flavus UC2447 Fhodotorula ap.
Ii_ahodaromm javanics iC2431 ycas 8p.
Rhodotorula bacarum 17612 ]bnmown yeast
odotorula sonckil JUC17613 Wnknown yeast
IRhoddmuhq:. ucz422 Wodotondambm
torula sp. LIC2471 [Rohodorule minuta
----- ia hordea LIC2468 ]ﬁnadomm graminis
]HMdoIorula 8raucanae UC17463 Unknown yeast
|Rrodotonsta ghstinus UC16748 Unknown yeast
Rhodotoruia futronensis LIC18508 nknown yeast
Rhodotorula phyfioplana UC4229 Tﬁhodosponwum sphacrocarpum
Rhodotorula hinnulee UC4235 [ﬁhodmom sphacrocarpum
[Rhodotorula ammenlaca UC42486 senula anomaia
TCC 42713 IRhodararuh acuta LIC4254 Candida norvegensis

W

\
N
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ablad
:g::"gr::;o Nombre de cepa :.';g'é r: :t:o Nombre de cepa
[ATCC 32034  |Rhodotoruia pustula LIC4285 Candrda 2eylencides
ATCC 10658  |Rhodolonua minuta UC4281 Cryplococcus albidus
ATCC 42552  [Rhodotoruia matritenss ~ |UC4247  |Hanseniaspora uverum
ATCC 28083  |Rhodotonia sp. IC4255 [Rhodotorula nibra
ATCC 76737 [Rhodotondla feruica UC4266 (Candida rugose
ATCC 80775 IRhodomrula aurantisca LC4282 Debaryomyces hansenii
r"i\"?f.:_c.: 10855 loruia surantisca  |JCA248 Candxia parapstiosis
IATCC 52823 fuysanensls LIC4A258 ryomyces hansenil
ATCC 90391  [Rhodolorula laclosa UC4238 Saccharomuces cerevisel
JATCC 32764 |Rhodotorula aurantaca UC4272 tropicaiis
lATOC 32768  |Rhodotoruia graminls UC4288 Trichosporan cutaneum
UC4242 Cryplococcus lauremtij
UC4250 [Candida tenws
LIC4259 Cancida sp.
LIC4275 [Rhodotorua 8p.
LC4280 Candida ragh!!
LIC4244 R-Eadospaidum sphacrocarpum
UCa263 Candide polymorpha
1JC4263 Rhodotorula plimanae
FEzzars [Rhodotoruia hylophila UCA277 |Rhadotonula giutinis
TCC 18800  |Rhodotoruin bogonensis UC4204 |[Candida norvegensis
TCC 34888 |Rhodoforule muscorum UC 1787 JAarobasidium sp.
TCC 44533 [Rhodotonsia pliail UC2387 Aarobasidium sp.
TCC 24121 auriculariae  pJC1827 Bullera ap.
TCC 18820 foorum UC1846 Geotnchum sp.
IQTOG 28485 pasions LUC1281 ICGnd!da 8p.
JATCC 17687  |Alcaligenes euntrophus UC1763 |[Bufiera sp.
TCC 988 s rhodochrous  LJC1785 LAorobasxdium sp.
TCC 35411 kefir iC1247 Rhodotoruia sp.
*Toc 27337 mm UC1256 lRhodotorula sp.
ATCC 26012  |Hansenula polymorpha LIC1264 Candida sp.
TCC 17708  [Chiostndium ps. LUC1268 )
FTOC 25619 sudomonas aureginosa RIC1276 hodotorula ep.
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ad
::g'g': :t‘:o Nombre de cepa :;'jg‘gr::t:o Nombre de cepa
TCC 23973  |Pseudomonas putida LIC1202 Rhodosporidium sp
TCC 12276 |Aspergliius nveus UC1209 Cryplococcus sp.
TCC 10436 [Penicilum decumbens UC1213 Cryplococcus 8p.
TCC 66816  |Thonuaspora sp. )C1235 [candida sp.
TCC7159 Beauvena suifurences LIC1240 sp.
[ATCC 21766 [Corynebactsrium dycxidans UCT184 Candida sp.
Acinelobacter sp UC1779 Asrobasidium sp.
Mueor circineliondee UC1185 IﬁrmM:a .
|Dipodascus uninucleatus LIC1180 Y-‘lhodofrouh ap.
\Rhodococcus fascians UC1192 8p
Mucor rcemosum UC1195 Candida sp.
Rhodococcus erythropofis  UC5113 JAsrobasdium mansont
Iammananus LUC5098 laurentl! var laursntil
hodococeus rhodochrous JJCS50B4 |Cmocawus laurenth var iaurenti
[Schizosaccaromyces pombe |JC4317 |Candida tenus
S. uverum UC4310 Rhodotoniia sp.
Thermoanasrobacier brokii | JC5110 Candida guillermondi
Rhodotorula lorvioides UCE093 [Cryplococcus laurenti] var laurentil
Sulfolobus solfataricus LJC4327 Rhodotorula rubra
tridwim kiuyver-anaerobicjUC4316 Candida curvata
[pTCC 14602 mmpwlm UCa309 [Rhodotorula rubra
[pTCC tea17 UCS103 (Candida sp.
FTOC 216864 hodococcus ap. UC5089 Hansenaspora uvarm
rn'cc 38191 ]nmum!h ramanniane LIC4324 (Cryplococeus sp.
TCC 10640 Il_diad(m corticis C4315 (Candida sp.
TCC 10670  |T. variabilis UC4305 Candida tenius
TCC 39213 |Pseudomonas putida UC5101 kowia bucuspibaila
TCC 46007  |Baciilus simplex LUC5088 neenula anomaia
2390 Rhodotorula Sp. LIC4321 Cryptococeus albidus var albidus
Pczaa'l Rhodotorula Sp. LIC4313 candida lipolytica
juc2ses hodotoruia minuta LUC4304 ida tropicalis
LIC2385 ap. UCS100 |Gundlda norvegensis
371 Candxdls sp. LICS087 krusel
2410 [Candida sp LIC4318 ‘Torulobsb candida
F:(c:zﬂ 1 hodotorula sp. LC4312 Trichosporum cutansum

Vs

%
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[Tabias
T FNS - [Py
3 LIC4297 [Sacharomyces laurent
Levadura desconocida IC4280 Levadura desconocida

g Levadure desconocida  MCA244 Levadura desconocida
uﬂ! |Levadura desconocida JCATES Levadura desconociia
LICA250 Levadura desconocida  [PO42538 Levadura desconocida
JCA250 Levadura desconocida  [JCAZTT .Levadura desconocids
jucaz7e Levadura desconocide  [DCA2M4 Levedure desconocida

Procedimiento a_gran escala para la preparacién de (1S)-1-(2,6-dicloro-

3-fluorofenilletanol  (S-1) mediante  reducciéon de  1-(2.6-dicloro-3-

5 fluorofenilletanona usando la cepa de Rhodotorula sp. Y2 - UC2387

La bio - reduccién de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona a (18)-1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil)etanol (S-1) usando la cepa de Rhodoioruia sp. Y2 -

UC2387 se realizé segun el esquema 6 como se muestra a continuacién

Esquema

cl OH cl
CH, c"_': b
conversién al 37%
o g Cl a
F F F
S-1

Un procedimiento de fermentacién en dos etapas se establecié cuando

10

el pre - cultivo (primera etapa) se desarrollé a partir de indculo reciente (colonia
recogida de placa de agar) en matraces agitados durante 2 dias. El cultivo de la

segunda fase se comenzd anadiendo pre - cultivo a medio reciente (dilucién
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1/50 - 1/100) y el cultivo resultante se desarrolié durante 1 dia antes de que se
anadiera sustrato de una solucién de etanol al 10%. Se usé medio YM {medio
Difco 271120) para ambos cultivos de liquido asi como placas a base de agar.
Para la reduccion de 2 g (9,6 mmoles) de 1-(2,6-dicloro-3- fluorofenil)etanona,
era necesario 1 | de preparacion. El cultivo de la primera etapa que contenfa 10
ml de YM y el cultivo entero se usaron para inocular el cultivo de la segunda
fase (1 1). Después del desarrollo durante 3 dias, se afadié sustrato puro y se
agité la reaccién durante 7 dias. Tanto la conversién de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanona al isémero deseado del alcoho! S-1 como el ee de S-1 se
controlaron mediante RP - HPLC. La reaccién se detuvo después de que se
alcanzara 57% de conversién cuando las células de levaduras se separaron
mediante centrifugacion a 5.000 rpm. El material de partida restante y el
producto deseado se recuperaron mediante extracciéon (ires veces con 0,5

volimenes de acetato de etilo).

Estudios sobre las cargas maximas de sustrato y reciclado de células de

levaduras

Se analizé concentracion de sustrato en el intervalo de 1 - 20 g/, y se
eligi6 2,5 g/l debido a que permitia el mejor rendimiento espacio - tiempo
(aproximadamente 0,5 g/l/d) correspondiente a una velocidad de formacién de
producto de 0,1 g por gramo de microorganismo al dia. Los rendimientos de
producto aislado estan en el intervalo entre 50 y 100%. La escasa solubilidad
del precursor en agua < 2,5 g/l evita el uso de cargas de sustrato mayores.
Resinas no i6nicas XAD (producidas por Rohm y Hass) conocidas por

absorbern compuestos organicos (segun una publicacién de D'Arrigo, y col.,

\}S}o
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Tetrahedron: Asymmetry, 1997, vol. 8, pp. 2375 - 2379) se podrian usar para el
atrapamiento del sustrato o producto (principalmente proporcionando una lenta
liberacion de sustrato y evitar la toxicidad de sustrato a las células o la
inhibicidn de enzimas). Esta técnica permite el uso de cargas de sustrato de 20
g/l © mayores.

Células inmovilizadas en alginato de calcio segun el procedimiento de
Rotthaus, y col., Tetrahedron, 2002, vol. 58, pp. 7291 - 93, demostraron que
era una solucién practica para el reciclado y mejor uso del catalizador. Las
células de levaduras atrapadas eran mas resistentes a la tensién mecanica y al
mismo tiempo, se observé mejoras significativas en la recuperacion de
productos. También se observaron cargas de sustrato similares a las
observadas con células enteras.

Seleccién de enzimas comercialmente disponibles

La seleccion de enzimas capaces de realizar [a reduccion
enantioselectiva de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona se llevé a cabo como
sigue. Se analizaron 27 cetona reductasas diferentes {compradas a
Biocatalytics, Inc como un kit KRED - M27), asi como 4 alcohol
deshidrogenasas (aicohol deshidrogenasa de higado de caballo (HLADH),
alcohol deshidrogenasa de levadura, alcohol deshidrogenasa de
Thermoanaerobium brokii y alcohol deshidrogenasa de Lactobacillus kefir)
disponible de Sigma Aldrich. Las reacciones enzimaticas Kred se realizaron a 1
mg/ml de carga de sustrato y usando NADPH como agente reductor. Las
alcohol deshidrogenasas se analizaron usando tanto NADH como NADPH.
Solamente la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo (HLADH) catalizaba

la reduccidon selectiva de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanona proporcionando
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(S)-1 segun el esquema 7.

Esquema 7

HLADHINADH

tampodn fosfato

pH 7.0 s-

conversion al 55%

HLADH se ha resefado previamente para la reduccion de sustratos
multiples (actia como una ADH tipo E3 segun Nakamura, y col., Tetrahedron
asymmetry, 2003, vol. 14, pp. 2659 - 2681) siguiendo la regla de prelog (Prelog,
V, Pure App. Chem., 1964, vol. 9, 119).

La tabla 4 contiene las relaciones sustrato a enzima (S:E) evaluadas.

Tabla 4
Relacién Conversion (%)
SE NADPH NAD Tiempo Rx (h)
1:1 6 15 18
1:2 13 25 18
1:5 20 41 18
1:10 42 55 64

Compuesto S-1
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(1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol

Cl

OH

Cl

El compuesto S-1 se purificé a partir de la cetona del material de partida
mediante cromatografia ultra - rapida (eluyendo con 15 — 20% de EtOAc en
hexanos) proporcionando el compuesto S-1 en forma de un aceite incoloro
(229,8 mg, 1,1 mmoles); CFS - EM: 100% de ee. '"H RMN (MeOD, 400 MHz) &
ppm 1,58 (d, J=7,1 Hz, 3 H), 5,61 (¢, J=6,8 Hz, 1 H), 7,14 (t, J=8,6 Hz, 1 H),
7,35 (dd, J=9,0, 4,9 Hz, 1 H).

EJEMPLO 3.
Uso de (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenilletanol en la sintesis _de
inhibidores de tirosina _quinasa del receptor del factor de crecimiento de

hepatocitos humanos
Se uséd (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil}etanol como un intermedio en la

sintesis quiral de inhibidores de tirosina quinasa del receptorg del factor de
crecimiento de hepatocitos humanos segun el esquema 8 y procedimientos de
sintesis descritos mas adelante.

Esquema 8
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Compuesto 3

3-[(1R}-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etoxi]-2-nitropiridina

3

O,N” “N°



10

15

20

88

Se aiadieron 3-hidroxi-2-nitropiridina (175 mg, 1,21 mmoles),
trifeniifosfina (440 mg, 1,65 mmoles) secuencialmente a una soluciéon agitada
de S-1 (229,8 mg, 1,1 mmoles) en THF (10 ml) en una atmosfera de nitrogeno .
La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora y
después se afhadié azodicarboxilato de diisopropilo (0,34 ml, 1,65 mmoles) a
0°C. La mezcla se agité durante 12 horas adicionales. La mezcla de reaccion
se evapor6 a vacio proporcionando un aceite. El residuo se purificdé mediante
cromatografia ultra - rapida (eluyendo con 20 — 25% de EtOAc en hexanos)
proporcionando el compuesto 3 en forma de un sélido blanco (321,5 mg, 0,97
mmoles; 88,3% de rendimiento); EM (IQPA) (M + H)* 331; CFS - EM: 99,5% de
ee. '"H RMN (CLOROFORMO-D, 400 MHz) & ppm 1,85 (d, J = 6,6 Hz, 3 H),
6,10 (c, J=6,6 Hz, 1 H), 7,04 - 7,13 (m, 1H), 7,21 (dd, J= 8,5, 1,14 Hz, 1 H),
7,30 (dd, J=9,0, 4,9 Hz, 1 H), 7,37 (dd, /= 8,6, 4,6 Hz, 1 H), 8,04 (dd, J=4.6,
1,3 Hz, 1 H).

Compuesto 4

3-[(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etoxi]piridin-2-amina

Ci
CHg

e

HoN" N>

Se anadio hierro (365 mg) a una solucién agitada del compuesto 3 (321
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mg, 0,97 mmoles) en una mezcla de EtOH (2 ml) y HCI 2 M (0,2 mi) a 0°C. La
solucién resultante se calenté a 85°C durante 2 horas. Se anadi6 celita (0,5 g)
a la mezcla de reaccién enfrniada. Esta mezcla se filtré sobre un lecho de celita
y se evapor6 proporcionando el compuesto 4 en forma de un aceite oscuro. EM
(IQPA) (M + H)* 301. El compuesto 4 se usd en la siguiente etapa de reaccion

sin purificacion posterior.

Compuesto 5

3-[{(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etoxi}-5-yodopiridin-2-amina

cl

. CHs
Cl O | =

HoN” “NZ

Se afiadieron acido peryodico (60 mg, 0,24 mmoles), yodo (130 mg, 0,5
mmoles), y acido sulftrico (0,03 ml) secuencialmente a una solucion agitada
del compuesto 4 (0,97 mmoles) en una mezcla de acido acético {3 ml) y H;0
(0,5 ml). La solucién resultante se calenté hasta 80°C durante 5 horas. La
mezcla de reaccién enfriada se inactivd con Na>S0O; (80 mg) y se basificod con
Na.COj3 sat (2 x 100 ml) hasta pH 7. Se anadié CH,Clz (2 x 50 ml) extrayendo
la solucién acuosa. Se secaron las fases organicas combinadas sobre NazSOs,

después se filtraron y se concentraron a vacio. El residuo se purificé mediante

20 cromatografia ultra - rapida (eluyendo con 35 — 40% de EtOAc en hexanos)

B
5
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proporcionando el compuesto 5 en forma de un aceite amarillo (254 mg, 0,6
mmoles; 61,6% de rendimiento); EM (IQPA) (M + H)* 426; 'H RMN
(Cloroformo-D, 400 MHz) & ppm 1,81 (d, J = 6,8 Hz, 3 H), 4,86 (s, 2H), 5,98 (c,
J=6,57 Hz, 1 H), 6,96 (d, J= 1,6 Hz, 1 H), 7,08 (dd, J= 9,0, 8,0 Hz, 1 H), 7,31
(dd, J=8,8, 4,8 Hz, 1 H), 7,78 (d, J= 1,8 Hz, 1 H).

Compuesto 6
4-(4-(4,4,5,5-Tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il}benzoil]piperazina-1-

carboxlilato de terc-butilo

MG o

<04

HiC—7~g N

HaC )
N_O
0.__CH
>
HeC~ CHs

Se anadié 1,1’-carbonildiimidazol (360 mg, 2,2 mmoles) a una soluciéon
de acido 4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-ilybenzoico (515 mg, 2
mmoles) en CHxCl; (50 ml) en atmdsfera inerte. La mezcla de reaccion se agité
a temperatura ambiente durante 30 minutos y después se anadid 1-
piperazinacarboxilato de terc-butilo (390 mg, 2 mmoles). La suspension
resultante se agité durante 12 horas en atmésfera inerte. La mezcla se vertio
en H:O (50 ml) para agitar y se afiadié CH.Cl: {2 x 50 ml) extrayendo la

solucién acuosa. Se secaron las fases organicas combinadas, se filtraron y se
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concentraron proporcionando un residuo de aceite incoloro. El residuo se
purific6 mediante cromatografia ultra - réapida (eluyendo con 20, » 25% de
EtOAc en hexanos) proporcionando el compuesto 6 en forma de un sélido
blanco (461 mg, 1,1 mmoles; 55,4% de rendimiento); EM (IQPA) (M + H)* 417;
'H RMN (Cloroformo-D, 400 MHz) 5 ppm 1,34 (s, 12 H), 1,45 (s, 9 H), 3,26 -
3,42 (m, 4 H), 3,44 - 3,56 (m, 2 H), 3,66 - 3,89 (m, 2 H), 7,37 (d, J=8,1 Hz, 2
H), 7,84 (d, J= 8,1 Hz, 2 H).

Compuesto 7
4-(4-{6-amino-5-[(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorotenil)etoxi]piridin-3-

il}benzoil)piperazina-1-carboxilato de terc-butllo

Se afadié el compuesto 6 (300 mg, 0,72 mmoles) a una solucién del
compuesto 5 (254 mg, 0,6 mmoles) en 7 ml de DME (etilen glicoldimetil éter).
La mezcla se purgd con nitrégeno varias veces y después se aiadid
diclorobis(trifenilfosfino) paladio (ll) (50 mg, 0,06 mmoles). Se anadié carbonato
de sodio (200 mg, 1,8 mmoles) en 1,5 ml de H20 a la mezcla de reaccién y la
solucién resultante se calentdé hasta 85°C durante 12 horas. Se afnadié agua

(50 ml) a la mezcla de reaccién inactivando la reaccién. Después se afadio
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EtOAc (2 x 50 mi) extrayendo la solucion acuosa. La fase combinada de EtOAc
se seco, se filtr6, y se evapord proporcionando un residuo oleoso amarillo
marrén. El residuo se purificé mediante cromatografia sobre gel de silice
(eluyendo con 75 — 80% de EtOAc en hexanos) proporcionando el compuesto
7 en forma de un sélido blanco (255,5 mg, 0,43 mmoles; 72,9% de
rendimiento); EM (IQPA) (M + H)* 589; 'H RMN (Cloroformo-D, 400 MHz) &
ppm 1,45 (s, 9 H), 1,85 (d, J=6,6 Hz, 3 H), 4,92 (s, 2 H), 6,10 {c, J=6,8 Hz, 1
H), 697 (d, J=18Hz, 1 H), 7,01 -7,10 (m, 1 H), 7,29 (dd, J= 9,0, 4,9 Hz, 1
H), 7,36 - 7,42 (m, 3 H), 7,58 - 7,64 (m, 1 H), 7,87 (d, J= 1,5 Hz, 1 H).

Compuesto 8
3-[(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etoxi]-5-[4-(plperazin-1-

ilcarbonil)ienil]piridin-2-amina

cl o
F CHg N/ﬁ
Cl O L_NH
P
HoN” N

Se aiadid acido clorhidrico (1,3 ml, 4,8 mmoles) a una solucién del
compuesto 7 en etanol (10 ml). La mezcla se agitd¢ a temperatura ambiente
durante 12 horas y después se evaporé a vacio proporcionando un aceite. El

residuo se purific6 mediante cromatografia ultra - rapida (eluyendo con 25 —

20 40% de CHaOH en EtOAc) proporcionando el compuesto 8 en forma de un
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solido blanco (180,4 mg, 0,37 mmoles; 85,2% de rendimiento); EM (IQPA) (M +
H)* 489; CFS - EM: 100% de ee. '"H RMN (MeOD, 400 MHz) & ppm 1,88 (d, J=
6,8 Hz, 3 H), 2,92 - 3,21 (m, 4 H), 3,68 - 4,07 (m, 4 H), 6,21 (¢, J=6,8 Hz, 1 H),
7,02(d, J=1,8Hz, 1H),7,18-7,27 (m, 1 H), 7,41 - 7,45 (m, 1 H), 7,46 (s, 4 H),
7,78 (d, J= 1,8 Hz, 1 H). Anal. Calculado para Cz4H23CIl,FN4O;, » 2HCl » 1,25
H>O C: 49,29, H: 4,74, N: 9,58. Encontrado C: 48,53, H: 4,82, N: 9,29.

Aunque la invenciéon se ha ilustrado como referencia a realizaciones
especificas y preferidas los expertos en la técnica reconocerdn que se pueden
realizar variaciones y modificaciones mediante experimentacién rutinarioa y
practica de la invencidn. De este modo, la invencion se propone que estd
limitada por la descripcién anterior, sino que se defina por las reivindicaciones

anexas y sus equivalentes.

La descripcibn entera de patentes y solicitudes de patentes y
publicaciones de no patentes citadas en la presente memoria descriptiva se

incorpora como referencia.

J

\%){9

0
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como

propiedad lo contenido en las siguientes
REIVINDICACIONES

1. (1S)-1-(2,6-d|cIoro-é-ﬂuorofenil)etanol que esta al menos 95% libre de
(1R)-1- {2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

2. Un procedimiento de separacibn de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlicos enantioméricos de formula (l):

8

A

Cl A

CH,

(o]

en la que R es hidrdgeno, alquilo C; - Ca, cicloalquilo Cs - Cg, arilo Cg -
Ch4, arilalquilo C7 - Cys, alcoxi Cy - Czp, alquil C, - Ca¢ amino, en Ja que dichos
radicales hidrocarburo pueden estar opcionalmente monosustituidos o
polisustituidos con hidroxilo, formilo, oxi, alcoxi C; - Cg, carboxi, mercapto,
sulfo, amino, alquil C, - C¢ amino, nitro o haloégeno,

comprendiendo el procedimiento las etapas de:

poner en contacto los ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlicos de
formula (I) con un biocatalizador en una soluciébn acuosa, un disolvente

organico, 0 una mezcla de disolventes orgdnicos y acuosos en la que

#

g
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solamente un enantibmero se hidroliza selectivamente para proporcionar un
isobmero Opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y un isémero
opticamente  activo sin  reaccionar de éster 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlicos, y

separar el isbmero Opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol del éster 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlico épticamente

activo sin reaccionar.

3. Un procedimiento para preparar (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol
que comprende las etapas de:
poner en contacto una mezcla de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlicos enantioméricos de formula (1): '

0

A

CH,

A

Cl
F

en la que R es hidrégeno, alquilo C4 - Coo, cicloalquilo Cs - Cs, arilo Cq -
C14, arilalquilo C7 - C1s, alcoxi C1 - Cap, alquil C4 - C29 amino, en la que dichos
radicales hidrocarburo pueden estar opcionalmente monosustituidos o
polisustituidos con hidroxilo, formilo, oxi, alcoxi C, - Cg, carboxi, mercapto,
sulfo, amino, alquil C, - Cg amino, nitro o halégeno,

con un biocatalizador en una solucién acuosa, un disolvente organico, o

una mezcla de disolventes organicos y acuosos en la que solamente el
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enantiémero (R)- se hidroliza selectivamente para proporcionar una mezcla de
(1R)-1-(2,6-dicloro-3- fluorofenil)etanol y un éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico;

convertir la mezcla de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster
(18)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlico en (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol; y

recuperar {1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

4. Ei procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que la etapa de conversion
comprende:

a) hacer reaccionar (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil}etanol en la mezcla de
(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico con un haluro de suifonilo organico en un disolvente
aprético para formar una mezcla de un éster de cido sulfénico organico
de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster (18)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico;

b) adicionalmente hacer reaccionar el éster de acido sulfénico orgénico de
(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol en la mezcla del éster de acido
sulfénico organico de (1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster
(1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanélico con una sal de metal alcalino
de un acido carboxilico alifatico en un disolvente aprético para formar
una mezcla de un éster de acido carboxilico alifatico de (18)-1-(2,6-
dicloro-3-fluorofenil)etanol y el  éster  (15)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico; y

c) transformar la mezcla del éster del acido carboxilico alifatico de (1S)-1-

\$\
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(2,6- dicloro-3-fluorofenilletanol y el éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-

fluorofenil)etandlico en (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

5. El procedimiento seguin la reivindicaciéon 4, en el que la etapa de

transformacién ¢) comprende

someter a solvolisis la mezcla del éster del acido carboxilico alifatico de
(18)-1-(2,6- dicloro-3-fluorofenil)etanol y el éster (1S5)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil}etandlico en un disolvente alcohdlico 0 acuoso en presencia de una

sustancia basica para formar (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofeniljetanol.

6. El procedimiento segin la reivindicacién 5, en el que en la etapa de
transformacién ¢) 1a mezcla del éster del acido carboxilico alifatico de (1S)-1-
(2,6- dicloro-3-fluorofeniljetanol y el éster (1S)-1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etandlico se somete a solvolisis en metanol en presencia de

metdxido de sodio para formar (1S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

7. El procedimiento segun la reivindicacién 6, en el que:
R es metilo;
en la etapa de reaccion a) el haluro de sulfonilo organico es cloruro de

metanosulfonilo, el disolvente aprotico es piridina;

en la etapa de reaccion b) la sal de metal alcalino de los &cidos
carboxilicos alifaticos es acetato de potasio y el disolvente aprético es

dimetilformamida.

8. El procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que el biocatalizador es

una enzima seleccionada entre el grupo constituido por Amano D (lipasa de
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R. delemar), Amano AY (lipasa de C. rugosa), Amano F (lipasa de R.

oryzae) y esterasa de higado de cerdo.

9. El procedimiento seguin la reivindicacién 8, en el que la enzima se usa en
una cantidad de 0,1 a 100 partes en peso basandose en 100 partes en peso de

la mezcla de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlicos enantioméricos.

10. El procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que la etapa de poner
en contacto la mezcla de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlicos
enantioméricos con el biocatalizador se lleva a cabo en una solucion acuosa

entre 0 y 60°C con mantenimiento de pHa de 4 a 12,

11. Un procedimiento para preparar un isémero 6pticamente actvo de 1-
(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol comprende la etapa de reducir la 1-(2,6-dicloro-
3-fluorofenil)etanonamediante = un  biocatalizador de una manera
enantioselectiva en una solucidén acuosa, un disolvente organico, 0 una mezcla
de disolventes organicos y acuosos para proporcionar dicho isémero

épticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

12. El procedimiento segun la reivindicacién 11, que comprende ademas la
etapa de recuperar dicho isémero Opticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-

fluorofenil)etanol.

13. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 6 12, en el
que dicho isdbmero épticamente activo de 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanocl es

(S)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etanol.

14, El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en el

\p
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que el biocatalizador es una enzima.

15. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en el

que la enzima es alcoholdeshidrogenasa de higado de caballo.
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Resumen

La invencién se refiere a procedimientos biocataliticos para
preparar esterecisdmeros enantioméricamente puros de 1-(2,6-dicloro-3-
fluorofenil)etanol. Se describen procedimientos de preparacién del
enanti6mero (S) deseédo. dichos procedimientos basandose en una
combinacién de resolucién enzimatica, esterificacion quimica e hidrdlisis
quimica con inversion de ésteres 1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etandlicos ¢ bio -
reduccién estereoselectiva de 2,6-dicloro-3-fluoroacetofenona con un
biocatalizador tal como una enzima o microorganismo. El enantiémero (S)
quiral se puede usar en la sintesis de ciertos compuestos 2-aminopiridina
unidos a éter enantioméricamente enriquecidos, que inhiben potentemente la

autofosforilacion de receptor de factor de crecimiento de hepatocitos humanos.

o2~



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
(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 09 de agosto de 2006, Departamento de patentes
FIZER INC.

Fecha de expediciéon: 04.08.2006

Referencia del expediente del solicitante 0 mandatario: PC32262A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/002839

Fecha de presentacion internacional: 15.08.2005

Fecha de prioridad: 26.08.2004

Solicitante: PFIZER INC et al

1.

Se notifica al solicitante que la Administracién Encargada del
Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompafiado, si procede, de sus anexos.

Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacién a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizarg

una traduccién en ingiés del informe {con exclusiéon de sus anexos) y
la transmitira a las Oficinas interesadas.

RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacion de la traduccion y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (0 mas 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 traduccién de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccion de cualquier anexo de
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informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al
solicitante preparar la traduccion en cuestion y entregarla \
directamente a cada Oficina elegida interesada Q

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 atencién del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los cnterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacion
mmdustnal 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 invencion 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 divulgacién, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccion postal de la Administracion encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea Gitschiner Str. 103
D-10958 Berlin

Tel: +49-30 25901- 0

Fax: +49 30 25901 - 840

Funcionario Autorizado: HALBARTSCHLAGER, M
Tel: + 49 30 25901 - 714



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT

INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL 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: PC32262A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/002839

Fecha de presentaciéon internacional; 15.08.2005

Fecha de prioridad: 26.08.2004

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacién
nacional e IPC: INV. C12P 7/22 CO7C 33/46 C12P 41/00
Solicitante: PFIZER INC et al

1.

El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Rewision Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es transmitido al solicitante segiin el Articulo 36.

Este REPORTE consta de un total de 6 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [0 (remitido-al solicitante y a la oficina internacional) un
total de ___ hojas, descritas a continuacién:

[] 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 Adminmstracion
(véase la Regla 70.16 y la Instrucciéon Admimstrativa
607 del PCT).

] hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracion considera que contienen
modificaciones que se extienden mas alla de la
divulgacion de la invencién tal como fue
originalmente presentada, segin se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

b. ] (remittdo dnicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electronico(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 Instruccion
Administrativa 802).
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4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:

[ Recuadrol Base de este informe

[J Recuadroll Prioridad

[0 Recuadro III Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacién industrial

[0 RecuadroIV Falta de umdad de Invencion

X RecuadroV Declaracién motivada segiun el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
mventiva y la aplicacion industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracién

[] Recuadro VI Ciertos documentos citados

[0 Recuadro VII Defectos en la Solicitud Internacional

[ Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional

Fecha de radicaciéon de la demanda: 17.10.2005

Fecha de elaboracion de este reporte: 04.08.2006

Nombre y direccion postal de la Administracién encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea — Gitschiner Str. 103

D- 10958 Berlin
Tel: +49-30 25901 -0
Fax: +49-30 25901 - 840

Funcionario Autorizado: Ceder, O

Tel: + 49 30 25901-

¥
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Recuadro I. Base de este informe

1. Por lo que respecta al idioma, este informe se ha establecido
sobre la base de Ia solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacion en contra sefialada a continuacion.

[C] Este informe esta basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccién
proporcionada a los fines de:

busqueda internacional (segun Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[0 publicacion de la solicitud internacional (segiin Regla

12.4)
[J examen preliminar internacional (segin Reglas 55.2
y/o0 55.3)
2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,

esta opwinion se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
gque hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“trucialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcion, Paginas

1-46 tal como se presentaron inicialmente

Reivindicaciones, Nameros

1-15 tal como se presentaron inicialmente

[C]  una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3. [[J Las modificaciones ha ocasionado la cancelacién de:
[l  la descripcién, paginas
[l 1las reivindicaciones, Nos.
[(] los dibujos, hojas/fig.
[0 la hsta de secuencias {especificar):
[] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias {(especificar):
4 [] 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
mas alla de la divulgacion de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).
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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)

L0000

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida”

Recuadro No. V Declaracion razonada segin el Articulo 35
(2) con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicaciéon
industrial: anterioridades y explicaciones que soportan tal

declaracion

1. Declaracién

Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 1-15
No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones 1-15

No: Reivindicaciones

Aplicaci6n Industrial (IA} Si:  Reivindicaciones 1-15
No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/IB2005/002839

SECCION V

Declaracion razonada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a la novedad, nivel
inventivo y aplicacién industrial; citas y explicaciones soportando dicha
declaracién

| Documentos
1.1  Se hace referencia a los siguientes documentos:

12 DI: YAZBECKETAL., ADV. SYNTH. CATAL,, vol 345, 2003, pdginas

524- 532

D2: LIUET AL,, CHIRALITY, vol. 14, 2002, piginas 25- 27

D3: VANTTINEN ET AL., TETRAHED.: ASYM,, vol. 6, 1995, paginas
1779- 1786

D4: US5457052

DS: WO002077258

D6: ITOHET AL., EUROP. J. BIOCHEM.,, vol. 269, 2002, piginas 2394-
2402

2 Novedad (Articulo 33(2) det PCT)

2.1 La presente solicitud si satisface los criterios establecidos en el Articulo 33(2)
del PCT puesto que la materia de las reivindicaciones 1- 15 es novedosa con respecto
a los antecedentes citados seglin se define en los reglamentos (Regla 64(1)- (3) del
PCT).

3 Nivel Inventivo (Articulo 33(3) del PCT)

31 La presente solicitud si satisface los criterios establecidos en el Articulo 33(3)
del PCT puesto que la materia de las reivindicaciones 1- 15 posee nivel inventivo
(Regla 65(1)2) del PCT).

3.2  Larewindicacién 1 se relaciona con (18)- 1- (2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etanol
que esté por lo menos un 95% libre de (1R)- 1- (2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etanol. Las
reivindicaciones 2 y 3 se relacionan con métodos para producir el anterior compuesto
(18) al hacer que un éster de 1- (2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etancl haga contacto con un
biocatalizador € hidrolice de manera enantioselectiva el.€ster. La reivindicacion 11 se
relaciona con un método para producir el anterior compuesto (1S) al hacer que una 1-
(2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etanona haga contacto con un biocatalizador y reduzca de
manera enantioselectiva la cetona.

3.3 Los antecedentes citados (D1- D6) no divulgan un (1S)- 1- (2,6- dicloro- 3-
fluorofenil)etanol que esté por lo menos un 95% libre del enantiémero (1R). El estado
de la técnica no divulga adicionalmente mngin método para producir de manera
especifica tal enantiomero (1S). El estado de la técnica generalmente divulga métodos
enzimaticos/quimicos (combinados) para la produccién especifica de enantiémeros de
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alcoholes secundarios a partir de los ésteres correspondientes (D1- D4) y/o cetonas (D1,
D5 y D6). Sin embargo, el estado de la técnica no divulga cémo aquella persona
experta en el estado de la técnica, con una razonable posibilidad de €xito, sabria c6mo
producir el enantidmero (18) especifico de la presente solicitud. Por lo tanto, se
considera que aquella persona experta tendrfa que aplicar habilidades inventivas para
llegar a la materia de la solicitud. Por lo tanto, se reconoce el nivel inventivo de las
reivindicaciones 1- 15.

4, Comentarios adicionales

4.1 Las reivindicaciones 2 y 3 se relacionan con el uso de un biocatalizador para
producir {1S)- 1- (2,6- dicloro- 3- flucrofenil)etanol. Esto debe considerarse como un
mero desiderdtum puesto que aquella persona experta no sabria cuél biocatalizador
utilizar. Es bastante claro a partir del conocimiento general en el estado de la técnica
que no cualquier biocatalizador funcionarfa, sino que solo algunos especificos serian
itiles. Esto se resalta adicionalmente por las Tablas 1 y 2 de la solicitud las cuales
demuestran que solo un nmimero limitado de enzimas probadas son fitiles en el método
(ver en particular la Tabla 2) Las reivindicaciones deben redactarse nuevamente para
revelar esto.

42  Lareivindicacion 11 se relaciona con el uso de un biocatalizador para producir
(1S)- 1- (2,6~ dicloro- 3- fluorofenil)etanol a partir de 1- (2,6- dicloro- 3-
fluorofenil)etanona. Sin embargo, es claro a partir de la descripcion (péagina 41, lineas
27-29) que solo el “alcohol deshidrogenasa de higado equino (HLLADH, por su sigla en
inglés) catalizé la reduccion selectiva de 1- (2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etanona a (1S)-
1- (2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etanol. La reivindicacién debe redactarse nuevamente
para reflejar esto

4,3  Las reivindicaciones 3 y 11 generalmente se refieren con la produccién de un
isomero Gpticamente activo de 1- (2,6- dicloro- 3- fluorofenil)etanol. Sin embargo, la
descripcion y ejemplos de la solicitud solo sustentan la produccion del enantidmero
(18). Las reivindicaciones deben redactarse nuevamente para reflejar esto.

44  Laindicacién grafica de las formas (1R) y (1S) del grupo —OH &pticamente
activo en las férmulas, por lo menos en las paginas 30, 32 y 42, parece ser inconsistente
y deberia ser verificado y modificado segiin sea necesario.

4.5  De acuerdo con los requisitos establecidos por la Regla 5.1(a)(ii) del PCT, D4-
D5 deberian ser identificados en la descripcidn y su materia relevante brevemente
discutida
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PATENT COOPERATION TREATY

<4

From the

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

PCT \

FULLER, Grover, F., Jr. e T,
Pfizer Inc. ‘L;_-_:; nls =Y
201 Tabor Road

Motris Plains, NJ 07950
ETATS-UNIS DAMERIQUE

— .. INOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
l JTHE INTERNATIONAL PRELIMINARY
REPORT ON PATENTABILITY

5

“ (PCT Rule 71.1)
'm‘oﬂrﬂﬂlng
- {caydnontiwear) 04.08.2006
Applicant's or agent's file reference '
PC32262A IMPORTANT NOTIFICATION
Internaonal application No inlamatonal filing dale (dayinonthiysar) Priority date (daysmonthirear)
PCTAB2005002839 15.08.2005 26.08.2004

Applrcant
PFIZER INC. et al.

1. The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the
international preliminary report on patentability and its annexes, if any, established on the intemational
application.

2. A copy of the report and its annexes, if any, is bemng transmitted to the International Bureau for
communication 1o all the elected Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English translation of
the report (but not of any annexes) and will transmit such transiation to those Offices.

4. REMINDER

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices)
(Article 39(1)) (see also the reminder sent by the International Bureau with Form PCTAB/301).

Whera a transiation of the intemational application must be fumished to an elected Office, that translation’
must contain a translation of any annexes to the international preliminary report on patentability. It is the
applicant's responsibility to prepare and furnish such translation directly to each elected Office concemned.

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume If of the
PCT Applicant's Guide.

The applicant's atiention is drawn to Article 33(5), which provides that the critetia of novelty, inventive step
and industnal applicability described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that "any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purposes of deciding whether, in that State, the claimed inventions is patentable or not" (see also Article
27(5)). Such additional criteria may ralate, for example, to exemptions from patentsabifity, requirements for
enabling disclosure, clarity and suppont for the claims. .

2

Name and mailing address of the Intemational Authorized Officar
prelmmary examining authority, fr-\
" European Patent Office - Gitschiner Str. 103 HALBARTSCHLAGER, M : )
D-10958 Berin t
@ . Tel. +49 30 25901 - 0 Tel. +49 30 25601714 \
——=—" Fax +49 30 25901 - 840 \‘__J'

Form PCTAPEA/416 (January 2004)
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(PCT Article 36 and Rule 70)
heant’ ont's file reference
v FOR FURTHER ACTION Ges Form PCTAPEAKTS
intemational appicabon No Imemational fling date (dayMmonthiesr) Prionty data (dayimonthirear)
PCTAB2005002839 156.08.2005 26.08.2004

INV. C12P7/22 CO7C3346 C12P4100

Intemational Patend Classification (IPC) or nabonal classificabon and IPC

Applicant
PFIZER INC. et al.
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Administralive Instruchons)

Supplemental Box.

1. Thia report is the interalional preiiminary exammation repori, established by this International Preliminary Examining
Authority under Aricle 35 and transmitted to the applicant according to Article 36.

2. This REPORT consiets of a total of 6 sheets, including this cover sheet.
This report is also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. [J sent o the applicant and to the Infemnalional Buresu) a otal of sheets, as follows:

O sheets of the description, claims andbr drawings which have been amended and are the basis of this report
andior sheels containing rectifications authorized by this Authority (see Rule 70.16 and Section 607 of the

[0 sheets which supersede earler sheets, but which this Authority considers contain an amendment that goes
beyond the disclosure m the intemational application as filed, as indicated in tem 4 of Box No. | and the

b. 0 (sent to the intemational Bureau only) a total of (indicate type and number of elactronic camer(s)) , containing a
saequence listing andbr tables related thereto, in celectronic form only, as indicated in the Supplemental Box
Relating to Sequence Listing (sea Saction B02 of the Administrative Instructions).

4  This report contains indications relating to the following ltems:

£ BoxNo | Basis of the report
O BoxNo.Il  Pnonly
[J Box No. NI  Non-astablishment of opinion with regasd to novelly, inventive step and industrial applcablity
O BoxNo IV  Lackof unity of nvention
BJ BoxNo.V  Reasoned statement under Aricle 35(2) with regard 1o novelty, inventive step or industrial
- - —_ applicability; citations and explanations supporting such statement
O Box No.Vl Certain documents cited
O Box No. VIl  Certain defects in the international application
0 Box No. Vill Certain observations on the intemational application
Date of submisaion of the demand Date of compteton of this report
17.10.2005 04.08.2006
Name and mahng address of the inlemational Authonized officer
prefiminary examining authonty’ /h.,
. European Patent Office - Glischiner Str. 108 s \
D-10958 Berlin Ceder, O i g
Tol. +49 30 25801 - 0 5 /]
Fax +49 30 25801 - 640 Telophone No. +48 30 25901~ \.-I

Form PCTAPEA/40% (Cover Sheet) (Apnl 2005)
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Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report i1s based on the international application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item,

O

This report is based on translations from the original language into the following language ,
which is the language of a franslation furnished for the purposes aof:
O intemational search (under Rules 12.3 and 23.1{b})

O publication of the intemational application {under Rule 12.4)
O intemational prehminary examination (under Rules 55.2 andbor 55.3)

2 Wilh regard to the elements” of the international application, ihis report is based on (replacement sheats which
have been fumished to the receiving Office in response o an invitation under Article 14 are referred to in this

report as "originally filed” and are not annexed 1o this report):

Description, Pages

1-46

as onginally filed

Claims, Numbers

1-15

O
3.0

4. 0

as ongnally filed

a saquence listing andlbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

The amendments have resulted in the cancsllation of:

3O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

[0 the sequence listing (specify):

0O any table(s) related to sequence listing (specify):

This report has been established as if {(some of} the amendments annexed to this report and listed below

had not been made, since they have baen considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplementa! Box {Rule 70 2(c)).

O the descnption, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

0 the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked vsuperseded.*

Fomm PCTAPEA/409 (January 2004)
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial

applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty {N) Yes:
No:
Inventive step (IS) Yes:
No:
Industrial applicability (IA) Yes:
No.

2. Citations and explanations {Ruile 70.7):

soe separate sheet

Form PCTAPEA/409 {(January 2004)

Claims
Claims

Claims
Claims

Claims
Claims

1-15

1-15

115



&

INTERNATIONAL PRELIMINARY International application M
REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/IB2005/002839
ReltemV

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Documents

1.1 Reference is made to the following documents:

1.2 D1:
D2:
D3:
D4.
D5:
D6:

YAZBECK ET AL., ADV. SYNTH. CATAL., vol. 345, 2003, pages 524-632
LIU ET AL., CHIRALITY, vol. 14, 2002, pages 25-27

VANTTINEN ET AL., TETRAHED.: ASYM., vol. 6, 1995, pages 1779-1786
US5457052

WO02077258

ITOH ET AL., EUROP. J. BIOCHEM., .vol. 269, .2002, pages 2394-2402

2. Novelty (Ar. 33(2) PCT)

2.1 The present application does satisfy the criterion set forth in Article 33(2) PCT
because the subject-matter of claims 1-15 Is new In respect of the cited prior art as
defined in the regulations (Rule 64{1)-(3) PCT).

3. Inventive step (Arl. 33(3) PCT)

3.1 The present application does satisfy the criterion set forth in Article 33(3) PCT,
because the subject-matter of claims 1-15 does involve an inventive step (Rule

65(1)(2) PCT).

L

3.2 Claim 1 is concemed with (1S)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol that is at least
95% free of (1R)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyljethanol. Claims 2 and 3 are
concerned with methods to produce the above (1S) compound by contacting an 1-
{2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol ester with a biocatalyst and enantioselectively

Form PCT/Saparate Shast/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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hydrolyse the ester. Claim 11 is concemed with a method to produce the above (1S)
compound by contacting 1-(2,6-dichioro-3-flucrophenyl)ethanone with a biocatalyst
and enantioselectively reduce the ketone.

3.3 The cited prior art (D1-D6) does not disclose an (15)-1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol that is at least 95% free of the {1R) enantiomer. The art does
further not disclose any methods to specifically produce such an (1S) enantiomer.
The art generally disclose (combined) enzymatic/chemical methods for enantiomer
specific production of secondary alcohols from the coresponding esters (D1-D4)
and/or ketones (D1, D5 and D6). The art does, however, not disclose how the person
skilled in the art, with a reasonable chance of success, would know how to produce
the specific (1S) enantiomer of the present application. it is, therefore, considered
that the skilled person would have to apply inventive skills to arrive at the subject-
matter of the application. The inventive step of claims 1-15 is, thus, acknowledged.

4. Further comments

4.1 Claims 2 and 3 relate to the use of a biocatalyst to produce (1S)-1-(2,6-dichioro-3-
fluorophenyl)ethanol. This must be considered a mere desideratum since the skilled
person would not know which biocatalyst to use. It is clear from the general
knowledge in the art that not any biocatalyst would work, but rather only specific ones
would be useful. This is further underlined by Tables 1 and 2 of the application which
shows that only a limited number of the tested enzymes are useful in the method
(see especially Table 2). The claims have to be redrafted to reflact this.

4.2 Claim 11 relates to the use of a biocatalyst 1o produce (1S)-1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanol from 1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanone. It i, however,
clear from the description (page 41, lines 27-29) that only “horse liver alcohol
dehydrogenase (HLADH) catalysed the selective reduction of 1-(2,6-dichloro-3-
fluorophenyl)ethanone to (1S5)-1-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl)ethanol. The claim has

to redrafted tq reflect this.

4.3 Claims 3 and 11 generally talk about production of an optically active isomer of 1-

Form PCTISepaiale Sheel/409 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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(2,6-dichloro-3-fluorophenylf)ethancl. The description and examples of the application
do, however, only give support for the production of the (1S) enantiomer. The claims
have to redrafted to reflect this.

4.4 The graphic indication of the (1R} and (1S) forms of the optically active -OH group in
the formulas, at least, on pages 30, 32 and 42 seems to be inconsistent and should
be checked and amended as necessary.

4.5 In agreement with the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, D4-D5 should be identified
in the description and their relevant subject-matter briefly discussed.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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Accordmg 10 internahional Patam Classtiication (IPC) or 10 both national clasailicalon and IPC

B. FELDS SEARCHED

C12pP

Mnimum documantalon searched {clansihcabon system followed by dassdcabon symbols)

Documentalion searched ather than minemum documnentatan to the exient that such documants are mchxded (0 the fiekds seached

Electronic dala base consulled during the indemationat segrch (name of dala base and, where pracical, search lenme used)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE, CHEM ABS Data

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Cuation ol documen, with inchcation, where appropriate. of the relovam passapges

Relevant to clarm No

ADV. SYNTH. CATAL.,

XP008056612
cited 1n the appiication
the whole document

vol. 345, no. 4, 2003, pages 524-532,

A YAZBECK ET AL.: "Automated enzyme 2-15
screening methods for the preparation of
enantiopure pharmaceutical intermediates”

m Further documens are listed in the cominugtion of bax C

D Paient lamBy members are isied in annex

* Specral categorias of cited documenis

'A* documant defining the general atate of the et which s not
consrdered to be of particular ralevance
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tiing date
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T tater documen] pubkshed after the Intemational tling date
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*X* document of panicutar relevance, the clalmed Invention
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nthe an
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IO Goe 70 S oaa0, T 31851 apo i
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A

LIU H-L ET AL: "ENANTIOPURE BUILDING
BLOCKS FOR CHIRAL DRUGS FROM RACEMIC
MIXTURES OF SECONDARY ALCOHOLS BY
COMBINATION OF LIPASE CATALYSIS AND
MITSUNOBU ESTERIFICATION"

CHIRALITY, WILEY-LISS, NEW YORK, US,

vol. 14, no. 1, January 2002 (2002-01),
pages 25-27, XP008033385

ISSN: 0899-0042

cited in the application

abstract

VANTTINEN E ET AL: "Combination of the
Lipase-Catalysed Resolution with the
Mitsunobu Esterification in One Pot”
TETRAHEDRON: ASYMMETRY, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS, AMSTERDAM, NL,

vol. 6, no. 7, July 1995 (1995-07), pages
1779-1786, XP004048155

ISSN: 0957-4166

cited in the application

abstract

page 1779, paragraph 1 - page 1780,
paragraph 1

US 5 457 052 A (TSUBOI ET AL)

10 October 1995 (1995-10-10)

abstract; claim 1

WO 02/077258 A (BRISTOL-MYERS SQUIBB
COMPANY; PATEL, RAMESH; GOSWAMI, ANINMESH;
CHU, LI) 3 October 2002 (2002-10-03)
abstract; cliaim 1

page 2, line 30 - page 4, line 12

ITOH N ET AL: "Chiral alcohol production
by NADH-dependent phenylacetaldehyde
reductase coupled with in situ
regeneration of NADH"

EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, BERLIN,
DE,

vol. 269, no. 9, May 2002 (2002-05), pages
2394-2402, XP002221911

ISSN: 0014-2956

cited in the application

page 2394, right-hand column, line 3 -
line &

table 3
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Patent document Publication Patent farmly Publication /
cited in search report date member(s) date
US 5457052 A 10-10-1995  NONE
WO 02077258 A 03-10-2002 BR 0208265 A 02-03-2004
CA 2441267 Al 03-10-2002
CN 1498273 A 19-05-2004
CZ 20032496 A3 17-12-2003
EP 1370677 Al 17-12-2003
HU 0400261 A2 28-09-2004
JP 2004532017 T 21-10-2004
MX  PA03008437 A 29-01-2004
PL 364577 Al 13-12-2004
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REPUBLICA DE COLOMBIA
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Folio 1§3
2020
Bogota D.C.,

Doctor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado{a) y/o Representante de
PFI2ZER INC

REFERENCIA Radicacién No. 7 15790
Bolicitud internacional PCT/IB2005/002839
Fecha inlcioc fase nacional 26/03/2007

Tramite 11
Evento 379
Actuacidn 416
Oficio No. 2852
Folios 1 ’

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decisién 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, 8se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Caimplase
Dado en Bogoti DC,

ALIX CARMEN

Jefe dﬁhi:/p

adpall

ESPEDES DE VERGEL
vigién de Nuevag Creaclones

- arm——
—————— e . *
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4 Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [
material que incorpora el disefio
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