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DESCRIPCION
Procedimiento de preparacion de compuestos quirales

La presente invencion se refiere a un procedimiento quimioenzimatico con 2-desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA)
de pre’paracion de compuestos quirales.

Se ha descrito el uso de la familia DERA (desoxirribosa aldolasa) de aldolasas en procedimientos
quimioenzimaticos. Véanse la patente estadounidense n° 5.795.749, los documentos WO 03/006656, WO
2004/027075, WO 2005/012246; Gijsen, H. J. M., et al. JACS, 1994, 116, 8422-8423; Gijsen, H. J. M., et al., JACS,
1995, 117, 7585-7591; Greenberg, W. A., et al., PNAS, 2004, 101, 5788-5793, patente estadounidense n° 6.964.863
y Biotechonol J, 101, paginas 537-548 (2006). Sin embargo, algunos de los procedimientos proporcionaron un mal
rendimiento global asi como una mezcla de productos. Ademas, los procedimientos se limitaron a sustratos
especificos. Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica de un procedimiento quimioenzimatico que sea
eficaz y eficiente para sustratos alternativos. La publicacion de patente internacional WO — 2006/134482 describe
un procedimiento que comprende la etapa de reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido, un sustrato
de aminoaldehido N-protegido o un sustrato de pirolaldehido en condiciones de condensacion de aldol catalizado
por aldolsa para formar el lactol correspondiente. Se describe el uso de varias aldolasas DERA y se recomienda el
uso de grupos de N-proteccion de benciloxicarbonilo, buroxicarbonilo, 9-fluorenilmetoxicarbonilo, bencilo y dibencilo.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento que comprende la etapa de hacer reaccionar acetaldehido con
un sustrato de aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo que consiste en 3-ftalimidopropionaldehido y 3-
succinimido-propionaldehido en condiciones de condensacion alddlica catalizada por aldolasa para formar el
correspondiente lactol.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicha aldolasa es una aldolasa 2-
desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA).

La presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicha aldolasa es DERA 04 que comprende
una secuencia de nucledtidos de SEC ID N°: 2 o una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 17;

DEROA_ 06_ que comprende una secuencia de nucledtidos de SEC ID N°: 3 o una secuencia de aminoacidos de SEC
:?Egﬁ 11%1 que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 8 o una secuencia de aminoacidos de SEC
:?Eﬁﬁ%%Z que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 9 o una secuencia de aminoacidos de SEC
:S)EgAZ‘I“Og que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 10 o una secuencia de aminoacidos de
SE%AID‘I’(\)% gge comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 11 o una secuencia de aminoacidos de
SE%AID‘I’(\)% gSe comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 12 o una secuencia de aminoacidos de
SE%AID‘I’(\;? gZe comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 13 o una secuencia de aminoacidos de
SE%AID‘I’(\;Z gge comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 14 o una secuencia de aminoacidos de
SE%AID‘I’(\)% gge comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 15 o una secuencia de aminoacidos de
gigalglyoi:s% que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente el 20% con las
mismas.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicha aldolasa es
DERA 04 que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 2 o una secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 17; DERA 06 que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 3 o una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N° 18 o DERA 102 que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N° 9 o una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 24.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicha aldolasa es
DERA 04 que comprende una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 2 o una secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 17.
Mas especificamente, la presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicha aldolasa es
DERA 102 que comprende una secuencia de nucledtidos de SEC ID N°: 9 o una secuencia de aminoacidos de SEC
ID N°: 24,

La presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicho sustrato de aminoaldehido N-protegido
es 3-ftalimidopropionaldehido.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicho sustrato de aminoaldehido N-protegido
es 3-succinimidopropionaldehido.

La presente invencion se refiere a un procedimiento que comprende la etapa de:

(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo
constituido por 3-ftalimidopropionaldehido y 3-succinimido-propionaldehido en condiciones de condensacion
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alddlica catalizada por aldolasa para formar el correspondiente lactol;
(b) oxidar el lactol asi formado para proporcionar la correspondiente lactona;

(c) hacer reaccionar la lactona asi formada con alcohol isopropilico y acetona en catalisis acida para
proporcionar el correspondiente éster de isopropil-acetonido;

(d) tratar el éster de isopropil-acetonido asi formado con una base para proporcionar el correspondiente éster
isopropilico de amino-acetonido.

La presente invencion se refiere a un procedimiento que comprende la etapa de:

(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo
constituido por 3-ftalimidopropionaldehido y 3-succinimido-propionaldehido en condiciones de condensacion
alddlica catalizada por aldolasa para formar el correspondiente lactol;

(b) oxidar el lactol asi formado para proporcionar la correspondiente lactona;

(c) hacer reaccionar la lactona asi formada con ciclopentanona para proporcionar el correspondiente éster
isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido; y

(d) tratar el éster isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido asi formado con base para proporcionar el
correspondiente éster isopropilico de amino-ciclopentilideno.

La presente invencion se refiere a un procedimiento que comprende las etapas de:
(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo
constituido por 3-ftalimidopropionaldehido y 3-succinimido-propionaldehido en condiciones de condensacion
alddlica catalizada por aldolasa para formar el correspondiente lactol;

(b) deshidrogenar el lactol asi formado en condiciones de deshidrogenacién catalitica para proporciona el
correspondiente acido heptanoico;

(c) ftratar dicho acido 3,5-dihidroxiheptanoico asi formado con diciclohexilamina para formar la
correspondiente sal;

(d) hacer reaccionar la sal asi formada con ortoformiato de triisopropilo y acetona en catalisis acida para
proporciona el correspondiente éster de isopropil-aceténido; y

(e) tratar el éster de isopropil-aceténido asi formado con base para proporciona el correspondiente éster
isopropilico de amino-diciclohexilamina.

La presente invencion se refiere a un procedimiento que comprende las etapas de:
(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo
constituido por 3-ftalimidopropionaldehido y 3-succinimido-propionaldehido en condiciones de condensacion
alddlica catalizada por aldolasa para formar el correspondiente lactol;
(b) oxidar el lactol asi formado para proporcionar el correspondiente acido 3,5-dihidroxiheptanoico;
(c) tratar dicho acido 3,5-dihidroxiheptanoico con diciclohexilamina para formar la correspondiente sal; y

(d) hacer reaccionar la sal asi formada con ortoformiato de triisopropilo para proporcionar el correspondiente
ester de isopropil-aceténido; y

(e) tratar el éster de isopropil-aceténido asi formado con base para proporcionar el correspondiente éster
isopropilico de amino-aceténido.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento en el que dicha aldolasa es DERA 102.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un patron de difraccién de rayos X de polvo experimental para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-
gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida. La escala de abscisas es grados de dos-theta. La ordenada es la
intensidad de las cuentas.

La figura 2 es el termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC) para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-
gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida.

La figura 3 es el espectro infrarrojo (FTIR) para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-
difenilbencenbutanamida.

La figura 4 es el espectro Raman para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-
difenilbencenbutanamida.

La figura 5 es un patron de difraccion de rayos X de polvo experimental para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-
metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]- 1H-pirrol-3-carboxamida. La escala de abscisas
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es grados de dos-theta. La ordenada es la intensidad de las cuentas.

La figura 6 es el termograma de calorimetria diferencial de barrido (DSC) para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-
metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]- 1H-pirrol-3-carboxamida.

La figura 7 es el espectro infrarrojo (FTIR) para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-
hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]- 1H-pirrol-3-carboxamida.

La figura 8 es el espectro Raman para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-
6-ox0-2H-piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones
A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos se definen tal como sigue:

El articulo “un” o “una” tal como se usa en el presente documento se refiere a ambas formas, singular y plural, del
objeto al que se refiere.

La expresion “condiciones de condensacion alddlica catalizada por aldolasa” tal como se usa en el presente
documento se refiere a cualquier condicién de condensaciéon alddlica conocida en la técnica que puede estar
catalizada por una aldolasa, tal como se describe en el presente documento.

Un sustrato para su uso en la presente invencién es

3-succinimido-propionaldehido
En la invencidn, el sustrato de aminoaldehido es 3-ftalimidopropionaldehido o 3-succinimido-propionaldehido.

Una aldolasa para su uso en la presente invencion puede ser cualquier enzima que tiene actividad aldolasa hacia un
sustrato de aminoaldehido como se describe en el presente documento. En una invencién, la aldolasa es una 2-
desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA). Los ejemplos de una aldolasa DERA adecuada incluyen, pero no se limitan
a:

DERA 03 (E. coli) (comercialmente disponible de Sigma Aldrich, St. Louis, MO);

DERA 04 ()William A. Greenberg, et al., PNAS, (2004), Vol. 101, n°. 16, paginas 5788-5793 o una version modificada
del mismo);

DERA 06 (numero de acceso GenBank NP_294929 o una version modificada del mismo);

DERA 08 (numero de acceso GenBank NP_465519 o una version modificada del mismo);

DERA 11 (numero de acceso GenBank NP_439273);

DERA 12 (numero de acceso GenBank NP_229359);

DERA 15 (Haruhiko Sakuraba, et al., Journal of Biological Chemistry (2003), Vol. 278, n° 12, paginas 10799-10806);
DERA 101 (numero de acceso GenBank NP_906068.1 0 una versidn modificada del mlsmo)

DERA 102 (nimero de acceso GenBank NP_813976.1 o una versién modificada del mismo);

DERA 103 (numero de acceso GenBank NP_01130044.1 o una versién modificada del mismo);

DERA 104 (nimero de acceso GenBank YP_924715.1 o una version modificada del mismo);

DERA 105 (numero de acceso GenBank YP_148352.1 o una versién modificada del mismo);

DERA 106 (nimero de acceso GenBank NP_471437.1 o una versién modificada del mismo);

DERA 107 (numero de acceso GenBank NP_242218.1 o una version modificada del mismo); y

DERA 108 (nimero de acceso GenBank ZP_00875069,1 o una versién modificada del mismo).

En una realizacién de la invencion, la aldolasa es una aldolasa que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos
de al menos el 70% con las mismas, con respecto a una aldolasa DERA descrita en el presente documento. En una
realizacion de la invencion, la aldolasa DERA es DERA 04, DERA 08 o DERA 102. En una realizacion de la
invencion, la aldolasa DERA es DERA 102.

Segun la invencién, DERA 03, DERA 04, DERA 06, DERA 08, DERA 11, DERA 12, DERA 15, DERA 101, DERA
102, DERA 103, DERA 104, DERA 105, DERA 106, DERA 107 y DERA 108 se identifican mediante sus secuencias
de nucledtidos y secuencias de aminoacidos expuestas en los ejemplos 1-30.

Mas especificamente, DERA 03 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 1 y una
4
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secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 16.

DERA 04 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 2 y una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 17.

DERA 06 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 3 y una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 18.

DERA 08 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N°: 4 y una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 19.

DERA 11 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 5 y una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 20.

DERA 12 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 6 y una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 21.

DERA 15 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 7 y una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N°: 22.

DERA 101 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 8 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 23.

DERA 102 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 9 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 24.

DERA 103 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 10 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 25.

DERA 104 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 11 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 26.

DERA 105 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 12 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 27.

DERA 106 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 13 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 28.

DERA 107 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 14 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 29.

DERA 108 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucledtidos de SEC ID N° 15 y una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 30.

Las aldolasas DERA descritas en el presente documento pueden prepararse mediante cualquier medio conocido en
la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, protocolos convencionales para expresion de proteinas en E. coli
recombinante (Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed., Cold Spring Harbor, NY 2001).
Tal como entendera un experto en la técnica, versiones modificadas de aldolasas DERA conocidas pueden ser
necesarias o pueden resultar dependientes de las condiciones de clonacién y se abarcan por la presente invencion.

Los siguientes esquemas ilustran la presente invencion.

Preparacion A

O o]
Q /\)L
oA, Y~
H
O
En la preparacion A, se prepara 3-ftalimidopropionaldehido haciendo reaccionar ftalimida con acroleina en presencia
de hidroxido de benciltrimetilamonio (Triton-B). Se agita la reaccidon a una temperatura entre aproximadamente 53°C

y aproximadamente 67,5°C, preferiblemente de aproximadamente 60°C, durante un periodo de tiempo entre
aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 3 horas, preferiblemente de aproximadamente 90 minutos.

Preparacion B

0 o 0

o~ by 0 o)
HJ'I\D/‘-\ + HEN/\)\O/ - H'JLH/\/J\D/ B H,J'L.H/\)I\H

En la preparacion B, se prepara N-formil-3-aminopropionaldehido haciendo reaccionar formiato de etilo con 1-amino-
3,3-dimetoxipropano y tratando la amida asi formada con acido.
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Preparaciéon C

-

0 (BOC),0 0 o~ 0 0
2 H* j\
D,f - . j\D,J‘I\H/\/L\O/ D,J'I\H/\)LH

En la preparacion C, se prepara N-Boc-3-aminopropionaldehido haciendo reaccionar 1-amino-3,3-dimetoxipropano
con BOC anhidro y tratando la amida asi formada con acido.

HaoMN

Preparacion D
o~ (BOC),0 0 o - j\ 0
o SL AL S A
2 DMAP
Ao A0

O 0

A A

En la preparacion D, se prepara N-di-Boc-3-aminopropionaldehido haciendo reaccionar 1-amino-3,3-
dimetoxipropano con BOC anhidro en presencia de 4-di(metilamino)piridina y tratando la amida asi formada con
acido.

Preparacion E

3-Succinimidopropionaldehido

Se afiade acroleina a una disolucion de succinimida en presencia de etéxido de sodio catalitico y un disolvente
protico polar, tal como etanol. Se agita la mezcla de reaccién a una temperatura entre aproximadamente 10°C y
aproximadamente 40°C, preferiblemente de aproximadamente 20-30°C, durante un periodo de tiempo entre
aproximadamente 20 horas y aproximadamente 60 horas, preferiblemente de aproximadamente 48 horas.

Esquema 1
0 OH o
N /\)L H 0 o
Acetaldehido (2 equiv ) N %OH D xidacién s
0 DERA N “H
0 A Y B
Oxidacion o
deshidrogenacion cat .
OH OQH © OH OH O
N OH

Ve :
|

C;(\j?\)\ (IR, . 5 AN

F

El esquema 1 describe en general un procedimiento abarcado por la presente invencion. Tal como se expone en el
6
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esquema 1, una aldolasa DERA cataliza dos reacciones de condensacién alddlica secuenciales entre 3-
ftalimidopropionaldehido y 2 moles de acetaldehido en presencia de otros disolventes adecuados tales como metil-
terc-butil éter (MTBE) y agua para proporcionar el amino-lactol (A) deseado protegido. Las aldolasas DERA
adecuadas incluyen, pero no se limitan a, DERA 04, DERA 06, DERA 101, DERA 102, DERA 104, DERA 105,
DERA 106, DERA 107 y DERA 108, preferiblemente DERA 04 y DERA 102. Se afiade el acetaldehido a la mezcla
de 3-ftalimidopropionaldehido y aldolasa DERA a lo largo de un periodo de tiempo entre aproximadamente 7 horas y
aproximadamente 12 horas, preferiblemente de aproximadamente 10 horas. Se agita adicionalmente la mezcla asi
formada a una temperatura entre aproximadamente 15°C y aproximadamente 30°C, preferiblemente de
aproximadamente 22°C, durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 20 horas y aproximadamente 60
horas, preferiblemente de aproximadamente 48 horas.

El amino-lactol (A) puede experimentar deshidrogenacion catalitica (por ejemplo platino sobre carbono o paladio
sobre carbono) para formar el acido carboxilico (C), que entonces puede experimentar lactonizacion para formar (B).

La presente invencion abarca cualquier medio de deshidrogenacion catalitica conocido en la técnica para
transformar (A) en (C). Los ejemplos de catalizadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, Pt/C, Pd/C, P/Bi/C,
Pd/Bi/C y cualquier otro catalizador de deshidrogenacion. En una realizacion de la invencion, se lleva a cabo la
deshidrogenacion catalitica de aproximadamente pH 7 a aproximadamente pH 10 usando aire u oxigeno como
oxidante terminal.

La presente invencion abarca cualquier medio de lactonizacién conocido en la técnica para transformar el acido
carboxilico (C) en la lactona (B), incluyendo, pero sin limitarse al uso de catalizadores acidos tales como, pero sin
limitarse a, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido metansulfénico (MSA), acido p-toluensulfénico (TSA) y cualquier
otro acido de lactonizacion conocido en la técnica. Mas especificamente, el acido 7-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-isoindo-2-
il)-3,5-dihidroxi-heptanoico (C) se transforma en el correspondiente 2-[2-(4-hidroxi-6-oxo-tetrahidro-piran-2-il]-
isoindol-1,3-diona (B) tratando (C) con acido clorhidrico anhidro en presencia de acetato de etilo. Se agita la
reaccion a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 1 hora y aproximadamente 4
horas, preferiblemente de aproximadamente 2-3 horas.

Como alternativa, la oxidacion del lactol (A) para dar la lactona (B) o el acido carboxilico (C) puede llevarse a cabo
mediante el uso de cualquier medio de oxidacion conocido en la técnica que conseguira la transformacion deseada.
Mas especificamente, la 2-[2-(4,6-dihidroxi-tetrahidro-piran-2-ilJ-isoindol-1,3-diona (A) se transforma en el
correspondiente 2-[2-(4-hidroxi-6-oxo-tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona (B) oxidando (A) en presencia de un
agente de oxidacion, tal como clorito de sodio. Se agita la reaccion a una temperatura entre aproximadamente 10°C
y aproximadamente 30°C, preferiblemente de aproximadamente 23°C, durante un periodo de tiempo entre
aproximadamente 2 horas y aproximadamente 6 horas, preferiblemente de aproximadamente 4 horas. La 2-[2-(4,6-
dihidroxi-tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona (A) también puede transformarse en el correspondiente acido 7-(1,3-
dioxo-1,3-dihidro-isoindo-2-il)-3,5-dihidroxiheptanoico (C) oxidando (A) en presencia de un agente de oxidacion, tal
como clorito de sodio, un tampén fosfato, un disolvente aprético polar, tal como dimetilsulfoxido, y un alcohol, tal
como isopropanol. Se mantiene la reaccion a temperatura ambiente y un pH entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 6 durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 2 horas y aproximadamente 6 horas,
preferiblemente de aproximadamente 4 horas.

El acido 7-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-isoindo-2-il)-3,5-dihidroxi-heptanoico (C) se transforma en la correspondiente sal de
diciclohexilamina (DCA) (D) tratando (C) con diciclohexilamina en presencia de acetato de etilo. Entonces se
transforma la sal de DCA (D) en el éster isopropilico de ftalimido-acetonido (E) haciendo reaccionar (D) con DCM,
ortoformiato de triisopropilo en presencia de acetona y acido metansulfénico.

También puede prepararse el éster isopropilico de ftalimido-aceténido (E) haciendo reaccionar 2-[2-(4-hidroxi-6-oxo-
tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona (B) con alcohol isopropilico en presencia de acetona y acido metansulfénico
(MSA). Se agita la mezcla de reaccion a temperatura ambiente a un pH entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 2, preferiblemente de aproximadamente 1,5, durante un periodo de tiempo entre
aproximadamente 20 horas y aproximadamente 28 horas, preferiblemente de aproximadamente 24 horas.

Se desprotege el éster isopropilico de ftalimido-aceténido (E) para dar el correspondiente éster isopropilico de
amino-acetonido (F) tratando (E) con una base, tal como amina primaria, es decir una alquilamina, diamina tal como
etilendiamina o una hidroxilamina, en presencia de un disolvente protico polar, tal como metanol. Se agita la mezcla
de reaccion a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 30 minutos y
aproximadamente 4 horas, preferiblemente de aproximadamente 2 horas.

Puede hacerse reaccionar adicionalmente el éster isopropilico de amino-aceténido (F) con 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-
oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida de férmula Il
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para dar el correspondiente éster isopropilico de aceténido que contiene anillo de pirrol, de férmula Il a continuacion

F

oyo @]
s ,fo\/'v'\)LOJ\

O
Segun la invencion, tal como entendera un experto en la técnica, la estereoselectividad de la etapa enzimatica

puede confirmarse mediante la preparacion quimica de patrones racémicos y el desarrollo de los métodos
cromatograficos quirales relacionados.

El patron de PXRD para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida se muestra
en la figura 1.

Los picos principales (superiores al 13% de intensidad relativa) se dan en la tabla 1. La 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-
oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida presenta picos de difraccion caracteristicos a dos-theta de
9,0 grados, 12,7 grados, 20,2 grados, 22,6 grados y 25,2 grados + 0,1 grados. El termograma de DSC se muestra en
la figura 2. La 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida muestra un pico
endotérmico intenso a 213°C + 2°C. El espectro de FT-IR se ilustra en la figura 3. La tabla de picos de FT-IR se da
en la tabla 2. La 4-f|uoro-a|fa-[2—meti|—1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida presenta picos
caracteristicos a 696 cm'1, 1492 cm'1, 1327 cm™, 843 cm'1, 1151 cm” (en este orden). El espectro de FT-Raman se
ilustra en la figura 4. La tabla de picos de FT-Raman se da en la tabla 3. La 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-
ga{rg;rgf-oxg-N,beta-difenilbencenbutanamida presenta picos caracteristicos a 1004 cm'1, 115 cm™, 87 cm'1, 877 cm’
, cm’.

Tabla 1: Picos de PXRD principales para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-
difenilbencenbutanamida

Angulo 2-theta (°) Intensidad relativa (%) | Angulo 2-theta (°) Intensidad relativa (%)
7,6 22,8 25,2 54,3
9,0 84,3 25,5 49,2
11,8 18,4 26,0 23,0
12,7 93,8 26,9 30,6
14,7 12,8 27,1 51,8
16,4 18,5 27,6 134
18,0 41,1 28,4 20,2
18,8 100,0 28,5 21,4
18,9 78,0 28,7 21,1
19,6 19,0 28,9 20,0
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20,2 86,4 29,4 13,3
20,5 46,6 32,7 17,4
20,7 31,1 33,4 21,7
211 25,0 36,4 13,6
22,6 55,9 37,3 13,5
22,9 14,2 37,8 13,9
23,2 14,0 38,6 20,3
23,5 17,0 39,4 13,6
24,0 18,0 39,8 13,9
24,7 17,5

Tabla 2: Picos de FT-IR para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,betadifenilbencenbutanamida

El error experimental es + 2 cm’' (d: débil, m: medio, f: fuerte)

NGmero de onda (cm™)

32900 1506d 1151m 683d
3083d 1492m 1099d
3025d 1466d 1037d
29694 1448m 1012d
29274 1407d 992m
2871d 138Tm 875d
1720m 1327m 843m
1683m 1279m 809d
16497 1227m 7547
1594m 1207m 736d
1546m 1174d 696f

Tabla 3: Picos de FT-Raman para 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida

El error experimental es + 2 cm-1. (d: débil, m: medio, f: fuerte, mf: muy fuerte)

Numero de onda (cm™)

3301d* 1449d 877d
3084f 1352d 843d
3069f 1330d 813d
3060m 1310d 633d
3042d 1281d 619d
2975d 1245d 307d
2938d 1229d 290d
2918d 1210d 234d
2871d 1176m 186d
1722d 1159d 158m
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1684F 11544 T15mf
16524 10334 87mf
1601F 1004f 70mf
15464 971d

El patréon de PXRD para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-
piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida se muestra en la figura 5. Los picos principales (superiores al 12% de
intensidad relativa) se dan en la tabla 4. La (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-
hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida presenta picos de difraccion caracteristicos a dos theta de
6,3 grados, 12,7 grados, 16,8 grados, 21,1 grados y 25,5 grados + 0,1 grados. El termograma de DSC se muestra en
la figura 6. La (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il )etil]-
1H-pirrol-3-carboxamida muestra un pico endotérmico intenso a 166°C + 2°C. El espectro de FT-IR se ilustra en la
figura 7. La tabla de picos de FT-IR se da en la tabla 5. La (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difeqi|-‘|-[2-
(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida presenta picos caracteristicos a 851 cm™, 1220
cm'1, 1047 cm'1, 757 cm'1, 1153 cm’” (en este orden). El espectro de FT-Raman se ilustra en la figura 8. La tabla de
picos de FT-Raman se da en la tabla 6. La (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-
hidr1oxi-6-oxc1>-2H-piran-%-iI)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida presenta picos caracteristicos a 1531 cm™, 997 cm™, 114
cm,99cm ', 1605cm™.

Tabla 4: Picos de PXRD principales para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-
hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida

Angulo 2-theta (°) Intensidad relativa (%) | Angulo 2-theta (°) Intensidad relativa (%)
6,3 66,9 25,0 17,8
8,8 13,7 25,5 41,3
10,4 18,7 26,7 29,7
11,1 14,1 26,9 28,4
12,3 21,4 27,2 19,3
12,7 35,5 27,8 33,9
16,8 82,0 28,4 12,5
17,7 84,3 29,5 22,7
17,9 47,4 31,4 12,2
18,3 21,3 31,9 17,9
18,9 100,0 32,5 14,3
19,1 76,5 32,8 15,1
20,0 35,2 33,5 14,2
20,1 56,7 34,7 15,8
20,3 19,8 36,3 18,1
20,7 47,6 36,6 13,2
20,8 61,6 37,5 14,1
21,1 48,0 38,3 15,6
22,8 27,7 39,5 13,2
24,3 21,0

Tabla 5: Picos de FT-IR para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-
piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida

El error experimental es + 2 cm™. (d:débil, m: medio, f: fuerte)

10
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Numero de onda (cm™)

34310 1497d 1161d 851F

29671d 1485m 1153m 804m
29374 1433F 1097d 795d
29274 1387m 1083m 775d
16997 1349d 7069m 757f

1662 1312m 1047m 736m
159Tm 1269d 996d 770

1559d 1235m 988d 691F

1524m 1220f 885d 664m
T500F T172m 869d

Tabla 6: Picos de FT-Raman para (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-
0x0-2H-piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida

El error experimental es + 2 cm™. (d: débil, m: medio, f: fuerte, mf: muy fuerte)

Numero de onda (cm™)
3433d* 1531f 997m 411d
3064m 1514m 902d 391d
3049m 1482m 861d 371d
2984d 1414m 836d 231d
2963d 1401d 824d 198d
2940d 1368d 805d 172d
2929d 1315d 731d 157m
2908d 1301d 701d 114mf
1701d 1239m 638d 99mf
1664f 1178d 618d 67mf
1605f 1155d 524d 6Tmf
1559d 1036d 504d

Esquema 2
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Tal como se expone en el esquema 2, el éster isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido (G) puede prepararse
haciendo reaccionar 2-[2-(4-hidroxi-6-oxo-tetrahidro-piran-2-ilJ-isoindol-1,3-diona (B) con ciclopentanona y alcohol
isopropilico en presencia de sulfato de magnesio y acido metansulfénico (MSA). Se agita la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente a un pH entre aproximadamente 1 y aproximadamente 2, preferiblemente de
aproximadamente 1,5, durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 20 horas y aproximadamente 28 horas,
preferiblemente de aproximadamente 24 horas.

Se desprotege el éster isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido (G) para dar el correspondiente éster isopropilico de
amino-ciclopentilideno (H) tratando (G) con una base, tal como amina primaria, es decir una alquilamina, diamina tal
como etilendiamina o una hidroxiamina, en presencia de un disolvente prético polar, tal como metanol. Se agita la
mezcla de reaccidon a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 30 minutos y
aproximadamente 4 horas, preferiblemente de aproximadamente 2 horas.

El éster isopropilico de amino-ciclopentilideno (H) asi formado puede hacerse reaccionar adicionalmente con 4-
fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida de formula Il

F

O A
0 O

©/NH Il

para dar el correspondiente éster isopropilico de ciclopentilideno que contiene anillo de pirrol, de férmula IV a
continuacion

12
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Esquema 3
OH o
O Q O
R1/\)LH Acetaldehide (2 equiv.) R‘I OH O xidacion R1 WOH
DERA
I J
Oxidacidn 0
deshidrogenacion cat.
OH GH O
RT OH

K

El esquema 3 describe en general un procedimiento abarcado por la presente invencion. Tal como se expone en el
esquema 3, una aldolasa DERA cataliza dos reacciones de condensacién alddlica secuenciales entre 3-
succinimido-propionaldehido, y 2 moles de acetaldehido en presencia de un codisolvente adecuado tal como metil-
terc-butil éter (MTBE) y agua para proporcionar el amino-lactol (I) deseado protegido. Las aldolasas DERA
adecuadas incluyen, pero no se limitan a, DERA 04, DERA 06, DERA 101, DERA 102, DERA 104, DERA 105,
DERA 106, DERA107 y DERA 108, preferiblemente DERA 04 y DERA 102. El acetaldehido se afiade a una mezcla
del aminoaldehido N-protegido y la aldolasa DERA a lo largo de un periodo de tiempo entre aproximadamente 7
horas y aproximadamente 12 horas, preferiblemente de aproximadamente 10 horas. Se agita adicionalmente la
mezcla asi formada a una temperatura entre aproximadamente 15°C y aproximadamente 30°C, preferiblemente de
aproximadamente 22°C, durante un periodo de tiempo entre aproximadamente 20 horas y aproximadamente 60
horas, preferiblemente de aproximadamente 48 horas.

El amino-lactol (I) puede experimentar deshidrogenacion catalitica (por ejemplo, con Pt/C, Pd/C) para formar el acido
carboxilico (K), que entonces puede experimentar lactonizacion para formar (J).

La presente invencion abarca cualquier medio de deshidrogenacion catalitica conocido en la técnica para
transformar (I) en (K). Los ejemplos de catalizadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, Pt/C, Pd/C, Pt/Bi/C,
Pd/Bi/C y cualquier otro catalizador de deshidrogenacion. En una realizacion de la invencion, la deshidrogenacion
catalitica se lleva a cabo de aproximadamente pH 7 a aproximadamente pH 10 usando aire u oxigeno como
oxidante terminal.

La presente invencion abarca cualquier medio de lactonizacién conocido en la técnica para transformar el acido
carboxilico (K) en lactona (J), incluyendo, pero sin limitarse al uso de catalizadores acidos tales como, pero sin
limitarse a, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido metansulfénico (MSA), acido p-toluensulfénico (TSA) y cualquier
otro acido de lactonizacion conocido en la técnica.

Como alternativa, la oxidacion del lactol (I) para dar la lactona (J) o el acido carboxilico (K) puede llevarse a cabo
mediante el uso de cualquier medio de oxidacién conocido en la técnica que conseguira la transformacion deseada.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran la invencion.
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Ejemplo 1
2-[2-(4,6-Dihidroxi-tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona

T 2 ®  DEraD4 /v©
S "EJ"\"‘AH +3 )L' “24n. 22°C
o

A una suspension de 3-ftalimido-propionaldehido (10,0 gramos, 49,2 mmoles) en 20 ml de terc-butil-metil éter
(MTBE) se le anadié una disolucion de lisado de DERA 04 (52,0 ml, 10.400 unidades, preparada a partir de 13,0
gramos de células humedas de DERA 04 en tampon fosfato, pH 7,0, 0,01 M) y tampon fosfato (102 ml, pH 7,0, 0,01
M) con agitacion enérgica a 22°C. Se afiadié continuamente acetaldehido (4,8 gramos, 108,2 mmoles, Aldrich)
disuelto en agua (10 ml) a la mezcla de reacciéon mediante una bomba programada durante 10 horas. Se mantuvo el
pH de la mezcla de reaccion a 7,0 mediante valoraciéon con hidréxido de sodio 1,0 N. Se agité adicionalmente la
mezcla de reaccion a 22°C durante 10 horas y se monitorizd la conversion mediante cromatografia liquida a alta
presion (HPLC). Tras 20 horas, se consumié aproximadamente el 95% del material de partida y se produjo el 50-

55% del lactol deseado basandose en el andlisis de cromatografia liquida a alta presion, y se uso directamente la
mezcla de reaccion resultante en la etapa de oxidacion posterior. CL-ESIEM de lactol: m/z [M+H]" 292,3.

Ejemplo 2

2-[2-(4-Hidroxi-6-oxo-tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona

O
0 9]
/\ﬁ 1] Na@z{:l /\)5
@]

A una suspension de lactol bruto (200 ml; preparado segun el ejemplo 1) se le afadié dimetilsulféxido (10 ml) con
agitacion. Entonces se afadioé gota a gota una disolucion de clorito de sodio (1,5 eq., 8,3 gramos, Aldrich) en agua
(18 ml) a lo largo de 30 minutos. Se control6 la temperatura en el intervalo de 20-25°C. El pH de la mezcla de
reaccion debe mantenerse por encima de 4,0. Tras 4 horas, se afiadié acetona (200 ml). Se agité la mezcla de
reaccion a 0-5°C durante 1 hora y entonces se filtré a través de una almohadilla de celite (10 gramos) en un embudo
buchel. Se lavé la torta filtrada con acetona (50 ml, dos veces). Se concentrd el filirado de acetona combinado para
eliminar la acetona y el metil-terc-butil éter (MTBE) a vacio. Se ajustd la disolucion acuosa restante a pH de
aproximadamente 4,0 y se extrajo con acetato de etilo (100 ml, tres veces). Se secd la disolucion de acetato de etilo
combinada sobre sulfato de magnesio y se concentré hasta aproximadamente 100 ml a vacio, lo que se traté con
acido clorhidrico seco (0,6 ml, 4 M en dioxano) en presencia de sulfato de magnesio (2 gramos) y se agito a
temperatura ambiente durante 4 horas. Entonces se lavd la mezcla de reaccidon con bicarbonato de sodio
saturado/salmuera y se seco sobre sulfato de sodio. Se concentro la disolucion de acetato de etilo hasta 50 ml a la
que entonces se afadieron 50 ml de heptano. Se filtré el sélido formado y se lavé con heptano (20 ml), y se seco en
un horno proporcionando la lactona como un solido blanco (el 40%-45% para tres etapas, 95% de pureza quimica,
ee >99%, ed >86%). CL-ESIEM [M+Na]" m/z 312,0. RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): 5 7,82 (m, 2H), 7,68 (m, 2H),
4,78 (m, 1H) 4,41 (m, 1H), 3,84 (m, 2H), 2,65 (m, 2H), 1,94-2,14 (m, 3H), 1,81 (m, 1H). RMN de ~C (CDCI3, 100
MHz) 6 170,15, 168,61 (2), 134,32 (2), 132,20 (2), 123,58 (2), 73 82 (2), 62,85, 38,63, 35,70, 34,47, 34,40.

Ejemplo 3
2-[2-(4,6-Dihidroxi-tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona

OH
0 O
/\)J\ ),I\ DERA 102 ‘
H *2 ~"“H 241 22°C \ OH
0

A una suspension de células de E. coli que contenian DERA 102 (4 gramos de células hiumedas suspendidas en 190
ml de tampon fosfato, pH 7,0, 0,01 M) se le afiadid una mezcla de 3-ftalimido-propionaldehido (2,0 gramos, 9,8
mmoles) y acetaldehido (0,96 gramos, 21,8 mmoles, Aldrich) en dimetilsulféxido (15 ml) mediante una bomba
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programada a lo largo de 10 horas. Se agité adicionalmente la mezcla de reaccion a 22°C durante 14 horas. Se
monitorizé el progreso de la reaccion mediante cromatografia liquida a alta presion (HPLC). Tras 24 horas, se extrajo
la mezcla de reaccion con acetato de etilo (100 ml, dos veces). Tras la separacién de las fases mediante
centrifugacion, se seco la fase organica y se evapor6 dando el lactol bruto (1,6 gramos, 45-50%) como un sdlido,
que se someti6 directamente a la etapa de oxidacion siguiente. CL-ESIEM del lactol: m/z [M+H]" 292,3.

Ejemplo 4

Acido 7-(1,3-dioxo-1,3-dihidro-isoindo-2-il)-3,5-dihidroxi-heptanoico
OH

0 0 0 OH OH O
NaO,Cl

N OH

0 O

A una mezcla de lactol bruto (1,6 gramos; preparada segun el ejemplo 3) en isopropanol (4,8 ml) y dimetilsulfoxido
(1,0 ml) y 26 ml de tampon fosfato (pH 6,0, 0,01 M) se le afiadio una disolucion de clorito de sodio (0,9 gramos,
Aldrich) en agua (2 ml) a temperatura ambiente. Se mantuvo el pH de la mezcla de reaccion entre 5,0 y 6,0. Tras 4
horas, se neutralizé la mezcla de reaccion a pH 7,0 con hidroxido de sodio 1 N y se extrajo con acetato de etilo (30
ml). Tras la eliminacién de la fase organica, se acidificé la fase acuosa hasta pH 4,0 con acido clorhidrico 1 N y se
extrajo con acetato de etilo (30 ml, tres veces). Se trat6 la fase organica combinada que contenia el acido bruto con
diciclohexilamina (1,5 ml) proporcionando la correspondiente sal de dicjclohexilamina (1 ? gramos, aproximadamente
el 90% de pureza) a temperatura fria (5-10°C). CL-ESIEM m/z [M+Na]" 330,0. RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): 5 7,59
(m, 4H), 3,88 (m3 1H), 3,58 (m, 1H), 3,56 (m, 2H), 3,03 (m, 2H), 2,07-2,19 (m, 2H), 1,40-1,82 (m, 14H), 0,80-1,20 (m,
10H). RMN de °C (CDCls, 100 MHz) & 180,22, 170,82, 134,65 (2), 131,52 (2), 123,32 (2), 67,36, 67,31, 53,23 (2),
44,87, 43,14, 34,82, 34,57, 29,14 (4), 24,64 (2), 24,04 (4).

Ejemplo 5

2-[2-(4-Hidroxi-6-oxo-tetrahidro-piran-2-il]-isoondol-1,3-diona

0 OH OH O 0 0
N oH———~ N “OH

O O

Se trat6 el acido bruto (1,0 gramo, preparado segun el ejemplo 4) en acetato de etilo (20 ml) con acido clorhidrico
anhidro en dioxano (4 M, 50 pl) y se agit6 la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 2-3 horas. Se lavo
la mezcla de reaccion con agua (pH 7,0, 50 ml, dos veces). Se seco la fase organica sobre Na,SO4 y se evapord
dando la lactona deseada como un sélido blanco (0,94 gramos, aproximadamente el 94% de pureza quimica, ee
>99%, de >93%).

Ejemplo 6

Ester isopropilico de ftalimido-acetdnido

@)
o Acetona, IPA 0 ('_><3 0
5 MSA, MgSO, PP P! J
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Se suspendio la ftalimido-lactona (5,0 gramos, 17,3 mmoles) en tolueno (100 ml). Se afadieron IPA (6,6 ml, 86,0
mmoles, 5 eq.), acetona (6,3 ml, 86,0 mmoles, 5 eq.), sulfato de magnesio (5,0 gramos) y acido metansulfénico (0,4
ml, 6,0 mmoles, 0,35 eq.). pH = 1,5 (necesario < 2). Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 24 horas. Se
extinguio la reaccion con trietilamina (0,9 ml, 6,5 mmoles) y se filtré la mezcla a través de un embudo sinterizado de
grado 4, lavando con tolueno (20 ml). Se lavo el filtrado con NaHCO3 acuoso saturado. (20 ml), se sec6 sobre sulfato
de magnesio, se filtrd y se concentrd a vacio dando un aceite incoloro, 6,88 gramos, 100%.
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Ejemplo 7

Ester isopropilico de amino-acetdnido

9] OB(O O
N N >
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Se disolvié el éster isopropilico de ftalimido-aceténido (6,55 g, 16,8 mmoles) en metanol (65 ml, 10 volumenes). Se
afnadi6 gota a gota etilendiamina (10,1 gramos, 168 mmoles, 10 eq.) y se agito la disolucién a temperatura ambiente.

El analisis de HPLC tras 1 hora no indicaba nada de material de partida. Tras 2 horas se concentré la mezcla de
reaccion a vacio en un rotavapor. Se repartié el residuo entre tolueno (65 ml, 10 voliumenes) y agua (65 ml, 10
volumenes) — se agité durante 15 minutos entonces de dejé reposar durante 15 minutos. Se volvié a extraer la fase
acuosa turbia con tolueno (65 ml) — se agité durante 15 minutos entonces de dej6 reposar durante 15 minutos. Se
lavaron los extractos de tolueno combinados con agua (65 ml) - se agitaron durante 15 minutos entonces se dejaron
reposar durante 15 minutos. Se concentraron los extractos de tolueno a vacio dando un producto oleoso, 2,85
gramos, rendimiento del 65,0%.

Ejemplo 8

Ester isopropilico de pirrolil-acetdnido (AIE)
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Se peso 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida (4,64 gramos, 11,1 mmoles,
1,03 eqg.) en un matraz de fondo redondo de 50 ml de una boca. Se afiadié éster isopropilico de amino-aceténido
(2,80 gramos, 10,8 mmoles) en terc-butil-metil éter (MTBE; 11 ml) seguido de un lavado con tetrahidrofurano (4,2
ml). Se afadi6 trietilamina (1,09 gramos, 10,8 mmoles, 1 eq.) y se calent6 la suspension hasta 50°C. Se anadio
acido pivalico (1,10 gramos, 10,8 mmoles, 1 eq.) y se calento la mezcla a reflujo (67-68°C) durante 88 horas. Al
enfriar, se eliminaron los compuestos volatiles a vacio y se llevo el residuo a alcohol isopropilico (IPA; 17,5 ml) y se
calentd hasta 80°C. Se necesitd IPA (10 ml) adicional dando una disolucidon transparente. Se dejo enfriar la
disolucion hasta temperatura ambiente — no se produjo la cristalizacion. Se sembrd la disolucién con producto
auténtico y se produjo la cristalizacion. Se enfrié la suspensién hasta 0°C y se mantuvo durante 30 minutos. Se
recogio el producto en un embudo sinterizado de grado 2 y se lavo con alcohol isopropilico (es decir, IPA; 3 veces
con 10 ml). Se seco el producto en un horno de vacio a 40-50°C durante 18 horas dando un sélido amarillo palido
(4,15 gramos, rendimiento del 60,0 %).

Ejemplo 9

Ester isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido

0 o 0 O
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Se suspendio la ftalimido-lactona (5,0 gramos, 17,3 mmoles) en tolueno (50 ml). Se afadieron IPA (6,6 ml, 86,0
mmoles, 5 eq.), ciclopentanona (3,0 gramos, 34,8 mmoles, 2 eq.), sulfato de magnesio (5,0 gramos) y acido
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metansulfénico (0,4 ml, 6,0 mmoles, 0,35 eq.). pH de 1,5 (inferior al pH de 2 necesario). Se agité la mezcla a
temperatura ambiente durante 24 horas. Se extinguio la reaccién con trietilamina (0,9 ml, 6,5 mmoles) y se filtro la
mezcla a través de un embudo sinterizado de grado 4, lavando con tolueno (20 ml). Se lavé el filtrado con NaHCO3
acuoso saturado (20 ml), se secOd sobre sulfato de magnesio, se filtré y se concentré6 a vacio dando un aceite
incoloro, 7,18 gramos, 100%.

Ejemplo 10

Ester isopropilico de amino-ciclopentilideno
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N H,N
0

Se disolvio el éster isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido (10,0 gramos, 24,1 mmoles) en metanol (50 ml, 5
volumenes). Se afiadié etilendiamina (2,9 gramos, 48,2 mmoles, 2 eq.) gota a gota y se agitd la disolucion a
temperatura ambiente.

El analisis de cromatografia liquida a alta presion (HPLC) tras 1 hora no indicaba nada de material de partida. Tras 2
horas se concentré la mezcla de reaccién a vacio en un rotavapor. Se repartio el residuo entre tolueno (100 ml, 10
volumenes) y agua (100 ml, 10 volumenes) — se agité durante 15 minutos entonces se dejo reposar durante 15
minutos. Se volvié a extraer la fase acuosa turbia con tolueno (65 ml) — se agité durante 15 minutos entonces se
dejo reposar durante 15 minutos. Se lavaron con agua los extractos de tolueno combinados con agua (65 ml) - se
agitaron durante 15 minutos entonces se dejaron reposar durante 15 minutos. Se concentraron los extractos de
tolueno a vacio dando el producto como un aceite, 6,45 gramos, rendimiento del 94,0%. Es importante garantizar la
ausencia de etilendiamina del producto bruto ya que conduce a la formacién de una impureza (bispirrol) en la
reaccion de Paal-Knorr posterior.

Ejemplo 11

Ester isopropilico de pirrolilciclopentilideno (CIE)
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Se peso 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida (4,64 gramos, 11,1 mmoles,
1,03 eq.) en un matraz de fondo redondo de 50 ml de una boca. Se afiadié eéster isopropilico de
aminociclopentilideno (3,08 gramos, 10,8 mmoles) en MTBE (11 ml) seguido de un lavado con tetrahidrofurano (4,2
ml). Se afnadi6 trietilamina (1,09 gramos, 10,8 mmoles, 1 eq.) y se calent6 la suspension hasta 50°C. Se anadio
acido pivalico (1,10 gramos, 10,8 mmoles, 1 eq.) y se calento la mezcla a reflujo (67-68°C) durante 88 horas. Al
enfriar, se eliminaron los compuestos volatiles a vacio y se llevo el residuo a alcohol isopropilico (17,5 ml) y se
calento hasta 80°C. Se necesitdé mas alcohol isopropilico (10 ml) para dar una disolucidon transparente. Se sembr6 la
disolucion con producto auténtico y se produjo la cristalizacion. Se enfrié la suspension hasta 0°C y se mantuvo
durante 30 minutos. Se recogid el producto en un embudo sinterizado de grado 2 y se lavé con alcohol isopropilico
(3 veces, 10 ml). Se seco el producto en un horno de vacio a 40-50°C durante 18 horas dando un sélido amarillo

palido (4,31 gramos, rendimiento del 60,0%). La pureza mediante cromatografia liquida a alta presion fue superior al
99% de pureza.

Ejemplo 12

4-Fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida

Se inertiza un recipiente de reaccion usando al menos 4 ciclos de vacio, liberando el vacio cada vez con nitrégeno.
Se cargan 250 litros de tetrahidrofurano al recipiente de reaccién mediante boquillas de pulverizacion. Las boquillas
de pulverizacion con bola garantizan que se penetra en todas las zonas del recipiente de reaccion, en particular la
superficie superior interna del recipiente y el dispositivo agitador también presente en el recipiente de reaccion. Se
desaguan los lavados de tetrahidrofurano y se recogen para el reciclado de desechos.

Cuando el recipiente de reaccion esta seco se cargan 480 kg de 2-bencilidin-isobutirilacetamida (BIBEA), 60 kg de
bromuro de etil-hidroxietilmetil-tiazolio (MTB o etil-hidroxietil-MTB), 200 litros, 216 kg de 4-fluorobenzaldehido y 120
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kg de trietilamina al recipiente de reaccién y se calientan con agitacion entre 60°C y 70°C. Se envejece la mezcla de
reaccion durante 16 horas a 24 horas manteniendo la temperatura a 65 +/- 5°C. Entonces se enfria el contenido
hasta 60 +/- 5°C durante 54 minutos a 66 minutos. Se cargan 600 litros de isopropanol a la mezcla de reaccién y se
calienta la mezcla hasta aproximadamente 100°C para conseguir una disolucion. Se cargan 600 litros de agua
desionizada al recipiente de reaccion a lo largo de 30 minutos mientras se mantiene la temperatura a 60 +/- 5°C. Se
envejece el lote durante 54 minutos a 66 minutos y se enfria el contenido entre 25 +/- 5°C a lo largo de un periodo de
2 horas a 4 horas a una velocidad de 15/20°C por hora. Se envejece el lote a esta temperatura durante al menos 1
hora y se enfria el contenido adicionalmente hasta 0 +/- 5°C y se envejece durante al menos 1 hora.

Se aisla el lote en un filtro y se lava con isopropanol. Se seca el producto a vacio a 50 +/- 5°C hasta un contenido en
agua inferior al 0,5%. Entonces se enfria el contenido hasta aproximadamente menos de 30°C antes de la descarga.

Ejemplo 13

PXRD de 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida

Se determind el patrén de difraccién de rayos X de polvo usando un difractémetro de rayos X de polvo D4 de Bruker-
AXS Ltd. equipado con un cambiador de muestras automatico, un gonidometro theta-theta, ranura de divergencia de
haces automatica, un detector PSD Vantec-1. Se preparé la muestra para el analisis montando sobre un soporte de
muestras de oblea de silicio de fondo bajo. Se rot6 la muestra mientras que se irradiaba con rayos X K-alfa1 de cobre
(longitud de onda = 1,5406 Angstroms) operando el tubo de rayos X a 40 kV/30 mA. Se llevaron a cabo los analisis
funcionando el gonidmetro en modo continuo fijado para una cuenta cada 0,2 segundos para pasos de 0,018° a lo
largo de un intervalo de 2° a 55°. Se seleccionaron los picos usando el software de evaluacion Bruker-AXS Ltd. con
un umbral de 1 y una anchura de pico de 2-theta de 0,3°. Se recogieron los datos a 21°C.

Tal como apreciara un experto, las intensidades relativas de los diversos picos dentro de la tabla 1 dada a
continuacién pueden variar debido a varios factores tales como por ejemplo los efectos de orientacién de los
cristales en el haz de rayos X o la pureza del material que se esta analizando o el grado de cristalinidad de la
muestra. Las posiciones de los picos pueden desplazarse por variaciones en la altura de la muestra, pero las
posiciones de los picos permaneceran fundamentalmente tal como se define en la tabla dada.

Ejemplo 14

DSC de 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida

Se calentaron 3,117 mg de 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,betadifenilbencenbutanamida desde
10°C hasta 250°C a 20°C por minuto usando un DSC Diamond de Perkin Elmer con inyector automatico y una
cubeta de aluminio ventilada de pared lateral con 4 orificios y tapa con gas de flujo de nitrégeno.

Ejemplo 15

FT-IR de 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida

Se adquiri6 el espectro de IR usando un espectrometro de FTIR Nexus de ThermoNicolet equipado con un accesorio
de ATR de reflexion simple “DurasamplIR” (superficie de diamante sobre sustrato de seleniuro de cinc) y detector d-
TGS KBr. Se recogid el espectro a 2 cm™ de resolucidon y una adicion conjunta de 256 barridos. Se uso la
apodizacion de Happ-Genzel. Debido a que se registro el espectro de FT-IR usando ATR de reflexiéon simple, no se
necesitdé preparacion de muestras. El uso de FT-IR de ATR hara que las intensidades relativas de las bandas
infrarrojas se diferencien de las observadas en un espectro de FT-IR de transmision usando preparaciones de
muestras de pasta de nujol o disco de KBr. Debido a la naturaleza de FT-IR de ATR, las bandas a nimero de onda
inferior son mas intensas que aquéllas a numero de onda mayor. El error experimental, a menos que se indique lo
contrario, fue de + 2 cm™. Se seleccionaron los picos usando el software de Omnic 6.0a de ThermoNicolet. Las
asignaciones de intensidad son respecto a la banda principal del espectro, de modo que no se basan en los valores
absolutos medidos con respecto al nivel inicial.

Ejemplo 16

FT-Raman IR de 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,betadifenilbencenbutanamida

Se recogidé el espectro Raman usando un espectrometro de FT-Raman Vertex70 de Bruker con médulo Ramll
equipado con un laser NdYAG de 1064 nm y detector de LN-germanio. Se registraron todos los espectros usando
resolucion de 2 cm™ y apodizacion Blackman-Harris de 4 términos. Se recogio el espectro usando polvo de laser de
300 mW y 4096 barridos afiadidos conjuntamente. Se coloco la muestra en un vial de vidrio y se expuso a radiacion
laser. Los datos se presentan como la intensidad en funcion del desplazamiento Raman (cm™) y se corrigen con
respecto a la dispersion dependiente de la frecuencia y respuesta del instrumento usando un espectro de luz blanca
de una lampara de referencia. Se us6 la funcién de correccion para Raman de Bruker para realizar la correccion.
(Software de Bruker— OPUS 6.0). El error experimental, a menos que se indique lo contrario, fue de + 2 cm™. Se
seleccionaron los picos usando el software Omnic 6.0a de ThermoNicolet. Las asignaciones de intensidad son
relativas a la banda principal del espectro, de modo que no se basan en los valores absolutos medidos con respecto
al nivel inicial.

Ejemplo 17

(2R-trans)-5-(4-Fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il etil]-1H-pirrol-3-
carboxamida

Se afiaden 50 gramos de terc-butil-isopropilideno (TBIN), preparado tal como se describe en Tetrahedron Letters,
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2279 (1992), 13,25 gramos de catalizador de niquel de esponja humeda, disolucion de amoniaco al 28% (137,5 ml) y
375 ml de alcohol isopropilico (IPA) a un recipiente a presion. Se reduce la mezcla con 340 kPa (50 psi) de
hidrégeno, luego se filtra y se concentra a vacio. Se disuelve el aceite resultante en 250 ml de tolueno templado, se
lava con agua y de nuevo se concentra a vacio dando éster de amino. Se cargan el éster de amino, 85 gramos de 4-
fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-difenilbencenbutanamida (patente estadounidense n°® 5.155.251 y
Bauman K.L., Butler D.E., Deering C.F. et al Tetrahedron Letters 1992;33:2283-2284 ambas referencias
incorporadas por referencia en su totalidad), 12,5 gramos de acido pivalico, 137,5 ml de tetrahidrofurano y 137,5 ml
de hexanos a un recipiente a presion inertizado con argén que se sella y se calienta hasta 75°C durante 96 horas.
Tras enfriar, se diluye la disolucién con 400 ml de metil-terc-butil éter (MTBE) y se lava en primer lugar con hidréxido
de sodio acuoso diluido seguido de acido clorhidrico acuoso diluido. Entonces se concentra la mezcla es a vacio
dando un éster de acetoénido.

Se disuelve el éster de aceténido en 275 ml de metanol templado y se afiade acido clorhidrico acuoso (5 gramos de
acido clorhidrico al 37% en 75 ml de agua). Se agita la mezcla a 30°C para producir un éster de diol. Entonces se
afaden 100 ml de metil-terc-butil éter e hidréxido de sodio acuoso (150 ml de agua y 25 gramos de hidréxido de
sodio acuoso al 50%) y se agita la mezcla a 30°C produciendo la sal de sodio. Se afiaden 600 ml de agua y se lava
la mezcla dos veces con 437,5 ml de metil-terc-butil éter.

En este caso, se destila la mezcla a presion atmosférica hasta una temperatura de lote de 99°C. Se continda la
destilacién hasta que el contenido en metanol de la mezcla se reduce hasta 0,4 p/v. Se agita el lote al 75-85%
durante 18 horas, luego se enfria, se acidifica y se extrae en 875 ml de tolueno. Se calienta la mezcla a reflujo
durante 4 horas y se elimina el agua de manera azeotropica. Tras enfriar, se filtra la mezcla, se lava con tolueno y se
seca directamente. Se aisla el compuesto del titulo como un soélido blanco (rendimiento: 37,9 gramos).

Ejemplo 18

PXRD de (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-
pirrol-3-carboxamida

Se determiné el patrén de difraccion de rayos X de polvo usando un difractrédmetro de rayos X de polvo D4 de
Bruker-AXS Ltd. equipado con un cambiador de muestras automatico, un goniémetro theta-theta, ranura de
divergencia de haces automatica y un detector PSD Vantec-1. Se preparod la muestra para el analisis montando en
un soporte de muestras de oblea de silicona de fondo bajo. Se roté la muestra mientras que se irradiaba con rayos X
K-alfas de cobre (longitud de onda = 1,5406 Angstroms) operando el tubo de rayos X a 40 kV/30 mA. Se llevaron a
cabo los analisis funcionando el gonidmetro en modo continuo fijado para una cuenta cada 0,2 segundos para pasos
de 0,018° a lo largo de un intervalo de 2° a 55°. Se seleccionaron los picos usando el software de evaluacion Bruker-
AXS Ltd. con un umbral de 1 y una anchura de pico de 2-theta de 0,3°. Se recogieron los datos a 21°C.

Tal como apreciara un experto, las intensidades relativas de los diversos picos en la tabla 1 dada a continuaciéon
pueden variar debido a varios factores tales como por ejemplo los efectos de orientacion de los cristales en el haz de
rayos X o la pureza del material que se esta analizando o el grado de cristalinidad de la muestra. Las posiciones de
los picos pueden desplazarse por variaciones en la altura de la muestra, pero las posiciones de los picos
permaneceran fundamentalmente tal como se define en la tabla dada.

Se considera que tales patrones de PXRD adicionales generados mediante el uso de longitudes de onda alternativas
son representaciones alternativas de los patrones de PXRD de los materiales cristalinos de la presente invencion y
como tal estan dentro del ambito de la presente invencion.

Ejemplo 19

DSC de (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-
pirrol-3-carboxamida

Se calentaron 2,893 mg de la muestra desde 10°C hasta 300°C a 20°C por minuto usando un DSC Diamond de
Perkin Elmer con inyector automatico y una cubeta de aluminio ventilada de pared lateral con 4 orificios y tapa con
gas de flujo de nitrogeno.

Ejemplo 20

FT-IR de (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2-(tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-
pirrol-3-carboxamida

Se adquiri6 el espectro de IR usando un espectrémetro de FTIR Nexus de ThermoNicolet equipado con un accesorio
de ATR de reflexion simple “DurasamplIR” (s!rjperficie de diamante sobre sustrato de seleniuro de cinc) y detector d-
TGS KBr. Se recogid el espectro a 2 cm™ de resolucidon y una adicion conjunta de 256 barridos. Se uso la
apodizacion de Happ-Genzel. Debido a que se registro el espectro de FT-IR usando ATR de reflexiéon simple, no se
necesité preparacion de muestras. El uso de FT-IR de ATR hara que las intensidades relativas de las bandas
infrarrojas se diferencien de las observadas en un espectro de FT-IR de transmision usando preparaciones de
muestras de pasta de nujol o disco de KBr. Debido a la naturaleza de FT-IR de ATR, las bandas a nimero de onda
inferior son mas intensas que aquéllas a numero de onda mayor. El error experimental, a menos que se indique lo
contrario, fue de + 2 cm™. Se seleccionaron los picos usando el software de Omnic 6.0a de ThermoNicolet. Las
asignaciones de intensidad son respecto a la banda principal del espectro, de modo que no se basan en los valores
absolutos medidos con respecto al nivel inicial.
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Ejemplo 21

FT-Raman de (2R-trans)-5-(4-fluorofenil)-2-(1-metiletil)-N,4-difenil-1-[2- (tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-
1H-pirrol-3-carboxamida

Se recogi6 el espectro Raman usando un espectrometro de FT-Raman Vertex70 de Bruker con médulo Ramll
equipado con un laser NdYAG de 1064 nm y detector de LN-germanio. Se registrd el espectro usando 2 cm™ de
resolucion y apodizacion Blackman-Harris de 4 términos. Se recogio el espectro usando polvo de laser de 300 mW y
4096 barridos afiadidos conjuntamente. Se coloco la muestra en un vial de vidrio y se expuso a la radiacion laser.
Los datos se presentan como la intensidad en funciéon del desplazamiento Raman y se corrigen con respecto a la
dispersion dependiente de la frecuencia y respuesta del instrumento usando un espectro de luz blanca de una
lampara de referencia. Se usd la funcion de correccion para Raman de Bruker para realizar la correccion. (Software
de Bruker — OPUS 6.0). El error experimental, a menos que se indique lo contrario, fue de + 2 cm™. Se seleccionaron
los picos usando el software Omnic 6.0a de ThermoNicolet. Las asignaciones de intensidad son relativas a la banda
principal del espectro, de modo que no se basan en los valores absolutos medidos con respecto al nivel inicial.

Ejemplo 22

Ftalimida-acetal

0 0

N-K 4 /\i‘/ N —
Br o~ N

0 0 o—

Suspensién de 50,0 g de ftalimida de potasio (1 eq.) en 400 ml (8 vol.) de N,N-dimetiformamida a temperatura
ambiente, una suspension. Se afadié gota a gota dimetil-acetal de 3-bromopropionaldehido, 54,4 gramos (1,1 eq.) a
temperatura ambiente, una suspension. Se mantuvo la reaccion durante aproximadamente 15 horas y se considero
completa. Se afadieron y se agitaron 2-metiltetrahidrofurano, 250 ml, y agua, 250 ml, se dejaron reposar y se
separaron. Se volvié a lavar la fase acuosa dos veces con 100 ml de 2-MTHF, se combinaron las fases organicas y
se lavaron con salmuera saturada al 70% para eliminar el agua. Entonces se seco la fase organica sobre sulfato de
sodio, se destilé a presion atmosférica dando una suspension. Se granul6 la suspension blanca a temperatura
reducida de 0-5 °C durante 1 h, se filtro sobre un embudo Buckner cubierto con papel y se lavé con 2-MTHF. Se
secaron los sélidos blancos en un horno de vacio a menos de 40°C, dando como resultado un rendimiento del 46,5%
del producto del titulo.

Ejemplo 23

3-Ftalimido-propionaldehido

0 0
— ] ]
N
b o— 0 H

Se afiadieron 15,0 gramos de ftalimida-acetal (1 eq.) a 700 ml (aproximadamente 47 vol.) de acido acético glacial y
70 ml (aproximadamente 5 vol.) de agua. Se mantuvo esta reaccion durante 48 horas a temperatura ambiente hasta
30°C, y se considero completa. Se anadié bicarbonato de sodio saturado a un pH de 7, y se extrajo con 500 ml de 2-
MTHF, se volvié a extraer con 500 ml de 2-MTHF. Entonces se seco la fase organica sobre sulfato de sodio, se
destilo a vacio dando una suspensién. Se granulé la suspension blanca a temperatura reducida de 0-5°C durante 1
hora, se filtré sobre un embudo Buckner cubierto con papel y se lavd con 2-MTHF. Se secaron los soélidos blancos en
un horno de vacio a temperatura ambiente, dando como resultado un rendimiento del 47% del producto del titulo.

Ejemplo 24
SEC ID N°: 1 - Secuencia de nucleétidos de DERA03

atgactgatctgaaagcaagcagcctgcgtgcactgaaattgatggacctgaccaccctgaatgacgacgacaccgacgagaa
agtgatcgccectgtgtcatcaggccaaaactccggtcggcaataccgecgctatctgtatctatcctcgcetttatccecgattgetecgea
aaactctgaaagagcagggcaccccggaaatccgtatcgctacggtaaccaacttcccacacggtaacgacgacatcgacatc
gcgctggcagaaacccgtgcggcaatcgectacggtgctgatgaagttgacgttgtgttcccgtaccgegegetgatggegggtaa
cgagcaggttggttttgacctggtgaaagcctgtaaagaggcttgcgcggcagcegaatgtactgctgaaagtgatcatcgaaacc
ggcgaactgaaagacgaagcgctgatccgtaaagcgtctgaaatctccatcaaagcgggtgcggacttcatcaaaacctctace
ggtaaagtggctgtgaacgcgacgccggaaagcgcgcegcatcatgatggaagtgatccgtgatatgggcgtagaaaaaaccgt
tggtttcaaaccggcgggcggcegtgcgtactgcggaagatgcgcagaaatatctcgecattgcagatgaactgttcggtgctgact
gggcagatgcgcgtcactaccgctttggcgcttccagectgectggcaagcectgctgaaagegetgggtcacggcgacggtaaga
gcgccagcagctactaa
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Ejemplo 25
SEC ID N°: 2 - Secuencia de nucleétidos de DERA04

atgggtaatatcgcgaaaatgattgatcacaccctcttaaaacccgaagcaaccgaacaacaaattgtacaattatgcacggaag
cgaaacaatatggctttgcagcagtatgcgtaaatccgacatgggttaaaaccgccgcacgtgaattaagcgggacagacgttcg
tgtgtgtactgtaattggatttcccttgggcgctacgactccagaaactaaagcattcgaaactactaacgcgattgaaaatggagca
cgggaagtagatatggtaattaatattggtgcattgaaatctggacaagatgaactggtggaacgtgatattcgtgccgttgtigaag
ctgcagcaggccgcegcegcttgtgaaagtaattgtagaaacagcccttcttactgatgaagaaaaagttcgcgcttgtcaattagcag
taaaagcgggtgccgattatgtgaagacgtcgacaggatttageggtggtggtgcaacggtggaagatgtggctttaatgcggaa
aacggttggtgatcgtgcaggggtcaaagcaagcggcggagtacgtgactggaaaacagcagaagcaatgattaacgcagga
gcaacgcgcattggcacaagttctggagtagcaatcgtaacaggtggaaccggccgggcagactattaa

Ejemplo 26
SEC ID N°: 3 - Secuencia de nucleétidos de DERA06

atgggactcgcctcctacatcgaccacacgctgcttaaggccaccgccacgctcgccgacatcecgcacgcetgtgtgaggaagec
cgcgagcactcgttctacgcggtgtgcatcaacccggtctttattccccacgeccgegcectggetcgaaggcagegacgtgaaggt
cgccaccgtctgeggctttccectcggegecatcagctccgagcagaaagcetctggaageccgectgagcgeccgaaacgggeg
ccgacgaaatcgatatggtcatccacatcggctcggegcettgccggcgactgggacgcggtggaagccgacgtgcgggcagtg
cgccgegceggtgcccgagcaggtgctcaaggtgattatcgaaacctgctacctgaccgacgagcaaaagegcttggcgactga
ggtcgccgtacagggcggcgecgacttcgtgaagacgagcacaggcttcggcaccggcggcgcecaccgtggacgacgtgcge
ctgatggcggaagtgatcgggggccgcgccggactcaaggcggegggcggcgtcecgcactectgccgacgcgcaagcecatg
atcgaggcgggcgcegacccggcetgggcacctcgggeggegtgggtetggtgtcgggecggecgaaaacggagcecggctactga

Ejemplo 27
SEC ID N°: 4 - Secuencia de nucleétidos de DERA08

atgggaattgctaaaatgatcgatcacactgctttaaaaccagacacaacgaaagaacaaattttaacactaacaaaagaagca
agagaatacggttttgcttccgtatgcgtaaatccaacttgggtaaaactatccgctgaacaacttgctggagcagaatctgtagtat
gtactgttatcggtttcccactaggagcgaatacccctgaagtaaaagcattigaagtaaaagatgctatccaaaacggtgcaaaa
gaagtggatatggttattaatatcggcgcactaaaagacaaagacgacgaactagtagaacgtgatattcgcgctgtagtcgatge
tgccaaaggaaaagcattagtaaaagtaattatcgaaacttgcctattaacagacgaagaaaaagttcgcgcatgtgaaatcgct
gtaaaagcgggaacagacttcgttaaaacatccactggattctccacaggtggcgcaactgccgaagatatcgcecttaatgegta
aaactgtaggaccaaacatcggcgtaaaagcatctggtggggttcgtacgaaagaagacgtagaaaaaatgatcgaagcagg
cgcaactcgtattggcgcaagtgcaggtgtcgcaattgtttccggcgaaaaaccagccaaaccagataattactaa

Ejemplo 28
SEC ID N°: 5 - Secuencia de nucledtidos de DERA11

atgacatcaaatcaacttgctcaatatatcgatcacaccgcacttaccgcagaaaaaaatgaacaagatatttcgacactctgtaat
gaagcgattgaacacggattttattctgtatgtatcaattctgcttatattccactcgctaaagaaaaacttgctggctcaaatgtaaaa
atttgcaccgtagttggattccctttgggggcgaatttaacctcagtcaaagcattigaaacgcaagaatctattaaagcgggtgcaa
atgaaattgatatggtgattaatgtaggttggataaaatcgcaaaaatgggatgaagtaaaacaagatattcaagcggtatttaatg
cttgtaatggcacgccattaaaagtgattttagaaacttgtttgctcactaaagatgaaatagtgaaagcctgcgaaattigtaaaga
aatcggtgtagcttttgttaaaacatcaacaggctttaataaaggtggtgcgaccgtagaagatgttgcattgatgaaaaacacggtc
ggcaatattggtgttaaagcatcaggtggtgtgcgtgatactgaaactgcacttgcaatgattaaggcgggtgcgactcgcattggtg
caagcgctggcattgcgattattagcggtactcaagacactcaaagcacttactaa

Ejemplo 29
SEC ID N°: 6 - Secuencia de nucleétidos de DERA12

atgatagagtacaggattgaggaggcagtagcgaagtacagagagttctacgaattcaagcccgtcagagaaagcgcaggtatt
gaagatgtgaaaagtgctatagagcacacgaatctgaaaccgtttgccacaccagacgatataaaaaaactctgtcttgaagca

agggaaaatcgtttccatggagtctgtgtgaatccgtgttatgtgaaactggctcgtgaagaactcgaaggaaccgatgtgaaagtc
gtcaccgttgttggttttccactgggagcgaacgaaactcggacgaaagcccatgaggcgattttcgetgttgagagtggagecgat
gagatcgatatggtcatcaacgttggcatgctcaaggcaaaggagtgggagtacgtttacgaggatataagaagtgttgtcgaatc
ggtgaaaggaaaagttgtgaaggtgatcatcgaaacgtgctatctggatacggaagagaagatagcggcgtgtgtcatttccaaa
cttgctggagctcatttcgtgaagacttccacgggatttggaacaggaggggcgaccgcagaagacgttcatctcatgaaatggat
cgtgggagatgagatgggtgtaaaagctticcggagggatcagaacctticgaggacgctgttaaaatgatcatgtacggtgctgata

gaataggaacgagttcgggagttaagatcgttcaggggggagaagagagatatggaggttga
Ejemplo 30
SEC ID N°: 7 - Secuencia de nucleétidos de DERA15

atgccgtcggcecagggatatactgcagcagggtctagacaggctagggagcecctgaggacctcgectcgaggatagactctacg
ctactaagccctagggctacggaggaggacgttaggaatcttgtgagagaggcegtcggactacgggtttagatgcgeggttetga
ctccagtgtacacagtaaagatttctgggctggctgagaagcttggtgtgaagctatgtagegttataggctttccectgggecagge
cccgctcgaggtaaagctagttgaggcacaaactgttttagaggctggggctactgagcettgatgttgtcccccatctctcactagge
cccgaagctgtttacagggaggtctcagggatagtgaagttggcgaaaagctatggagecgttgtgaaagtaatattagaagecge
cactctgggatgacaaaacgctctccctectggtggactcgtcgaggagggecgggggcggatatagtgaagacaagcaccggg
gtctatacaaagggtggtgatccagtaacggtcttcaggctggccagtcttgccaagccccttggtatgggtgtaaaggcaagcgg
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cggtataaggagtggcatcgacgccgtcctcgecgtaggagetggcgeggatatcatagggacaagcagtgctgtaaaggttttg
gagagcttcaaatccctagtctaa

Ejemplo 31
SEC ID N°: 8 — Secuencia de nucleétidos de DERA 101

atggctgcaaacaaatatgaaatggccttcgcacagttcgatccagctgaaagcgaagaacgcatcetg
ctgaaaactgaccagatcattcgtgaccactattcccgtttcgacactccagaaactaaaaagttcctg
catggcgttatcgatctgacgtctctgaacgccaccgactctgaggaatctatcactaaattcaccgaa
tctgtaaacgatttcgaagataccgacccgactatccctagegtigcggegatctgegtttatccgaac
tttgtcagcaccgtgcgtgaaaccctgactgccgagaatgtgaaagtigcaagegtcageggttgcttce
ccggcctcccagagcttcatcgaagtgaaactggcagaaaccgcactggeggttagcgacggtgeggat
gaaattgacattgttctgaacatgggtaaattcctgtccggtgattacgaggccgcagccactgagatc
gaggaacagatcgctgcggcgaagggtgcgaccgtaaaagttatcctggagactggtgctctgaagacg
ccggaaaacattcgccgcgcaaccatcctgtctetgttttgtggegceccatttcgttaaaacctctact
ggcaaaggctacccgggcgcctctctggaagcagcttacactatgtgtaaagtcctgaaacagtactac
ggcctgttcggtgaagttcgtggcatcaagctgagcggeggtatccgtaccaccgaagacgceggttaag
tactactgcctgatcgaaacgctgctgggcaaagaatggctgaccccggegtacttccgcatcggegec
tcctctetggttgatgcetctgecgecaggatattatggtttaa

Ejemplo 32
SEC ID N°: 9 — Secuencia de nucledtidos de DERA 102

Atggaactgaaccgcatgattgaccacactattctgaaaccggaagccaccgaggceggcetgtgcagaaa
attatcgatgaagctaaagaatacaacttcttcagcgtctgtatcaacccgtgttgggttgctttigcc
tccgagcagctggctgatactgatgttgccgtctgtaccgtaatcggtttccecgectgggecgegaacacg
ccggaggttaaagcgtacgaagcagctgacgccattaaaaacggtgctaatgaggtggatatggtgate
aatattggtgctctgaaatcccaacagtacgactacgtgcgccaagacatccagggtgtggttgacgece
gcaaaaggtaaagcactggttaaagttatcatcgaaactgccctgctgaccgatgaagagaaagttaag
gcttgcgaactggcgaaagaagcaggcgctgatttcgtgaaaaccagcaccggtttttccactggeggt
gcaaaagttgctgacattcgtctgatgcgcgaaaccgtgggtccggatatgggegttaaagcatceggt
ggcgtacacaacgcagaagaagcactggccatgatcgaagcgggcegcaactcgtatcggegcttccacc
ggtgtagccatcgtaagcggtgctactggtgagggtaccaaatggtaa

Ejemplo 33
SEC ID N°: 10 — Secuencia de nucleétidos de DERA 103

atgactattgaatccgctatcgcgctggcacctgcagaacgtgctgttaacctgattggtagcgacctg
accgaaaaatctctgaaactgcacctggaaggcectgtctggtgtcgacgcggttggtctggaacagegt
gctgccggtetgtccaccegcetctatcaaaaccacctccaaagcettgggecctggacaccatcatcaaa
ctgatcgatctgactactctggagggcgcagatactccgggcaaggttegttctctggetgcgaaagcea
atgctgccggacgcctcetgatgtgtccgeteccgcaggtggeagcetgtgtgegtttacggtgatatggtg
ccatacgcggcggaagcactgggctcctcttggtctaatggttctgacaacggcattaacgttgctgeg
gtggcaactgcgttcccatccggtcgcagctcectgccaatcaaaatcgctgacaccaaggaagcecegtt
gcccacggtgctgacgaaatcgacatggtaatcgatcgtggtgcgttcctgagcggcaaatacggtgtt
gtgttcgaccagatcgtagctgtgaaagaagcttgccgccgcgaaaacggceacttacgcgcacctgaaa
gttatcctggaaaccggcgaactgaacacctatgacaacgtccgccgtgcctecectggetggegatectg
gcgggtggtgactttgtgaaaacctctaccggcaaggttagcccggecgcaaccctgecggttacgcetg
ctgatgctggaagtcgttcgcgattggcatgtgctgactggcgagaaaatcggtgtgaaaccagecggt
ggtatccgctcctccaaagacgcgattaaatacctggtcaccgtggcggaaaccgtaggtgaagagtgg
ctgcaaccgcacctgtttcgcetttggegcctcectcectgctgaacgacgttctgatgcagegtcagaag
ctgtctaccggccactactccggcccagattacgtgaccatcgactaa

Ejemplo 34
SEC ID N°: 11 — Secuencia de nucledtidos de DERA 104

atgtcttctactccaactattctggatccggcegtttgaggacgttacccgttctgaagcatctctgege
cgtttcctgcacggcectgeccgggtgtcgatcaggtgggcgcagaggceccgtgecgcetggtctggcaacc
cgttccattaaaacgtccgcaaaagaatttgcactggacctggcegattcgtatggttgacctgaccacg
ctggagggccaggatacgccgggtaaggttcgtgccctgagcgecgaaagcaatgcgtccggatecgtct
gatccaacctgtcctgctactgctgctgtatgtgtttacccggacatggttggcatcgcgaaacaggeg
ctgggtactagcggcgtacacgtagctgctgtggctactgctttccecgtetggecgtgecgcetetggac
atcaaactggcggacgttcgtgatgcggtggacgcaggcegcetgacgaaatcgatatggttatcgaccgce
ggtgcttttctggctggtcgttaccaacacgtatacgacgaaattgttgcggtgcgcgaagcectgecge
cgtgaaaacggtgaaggcgctcacctgaaggtaatcticgagactggtgagctgcagacctacgacaac
gttcgccgtgecgagetggcetggegatgatggetggtgcacacttcgttaaaacgtccaccggcaaagtc
cagccggcagctaccctgccggttaccctggttatgctgcaggecgtacgtgactttcgtggecgcaacg
ggccgtatggttggcgttaaacctgctggcggtatccgtaccgccaaggacgcaatcaaatacctggtt
atggtaaacgaggtagcgggcgaagattggctggacccggactggtttcgttttggtgcatctactctg
ctgaacgacctgctgatgcagcgtacgaagatgaaaaccggccgttacagcggcccagactactttacc

ctggactaa
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Ejemplo 35
SEC ID N°: 12 — Secuencia de nucledtidos de DERA 105

atggaactgatcactcagccgtcttgttgggtattttccgtctttttccgccgtcagtacggcetggcetg
gtttttgtggaaggtgcttggtacgatggtcgccgtcaaactttccacctggatggtaacggccgcaaa
ggcttcctgegcatgactatgaatatcgcaaaaatgatcgatcacaccctgctgaaaccggaagcgact
gagcagcagatcgtacaactgtgcaccgaagctaaacagtatggttttgcttccgtttgtgtgaaccct
acgtgggtgaaaaccgccgcacgcgaactgtctggtaccgacgttcgtgtttgtaccgtaattggcettc
ccgctgggcegcgactaccccagaaaccaaagcgticgaaactaccaacgcgatcgaaaacggcegcetegt
gaagtcgacatggtaatcaacattggcgctctgaaatctggtcaggacgaactggtagagcgtgacatc
cgcgcecgtcgtagaagctgcggcaggcecgtgcactggtaaaagtaatcgttgaaaccgctctgctgact
gatgaagagaaagttcgtgcgtgtcagctggcggttaaagctggtgcagattacgtgaaaacgagcact
ggtttctccggtggtggegcetactgtcgaagacgtggegcetgatgcgtaaaaccgtaggecgatcgegea
ggcgttaaagcgagcggceggtgttcgtgatiggaagactgccgaagctatgattaacgcaggcgegact
cgtatcggcacttctagcggegtggcaattgttactggcggcaccggtcgegcetgacactaaatggtaa

Ejemplo 36
SEC ID N°: 13 — Secuencia de nucledtidos de DERA 106

atgactatcgctaaaatgattgatcacacggcgctgaagccagataccaccaaagaacaaatcctgacg
ctgaccaaagaagcacgtgaatatggctttgctagcgtctgtgtgaatccgacttgggtgaaactgtct
gcggaacagctgagcggcegctgaatctgtggtgtgcaccgtcateggttttccgetgggegegaatact
ccggaagtgaaggcattcgaagtaaaaaacgctatcgaaaacggcgcgaaggaagtagatatggttatc
aacattggtgctctgaaggataaggacgacgaactggtggaacgtgatatccgtgccgtegtggatgcet
gctaaaggtaaagcgctggtgaaagtcattatcgaaacctgcctgctgaccgatgaagagaaggtcegt
gcttgcgaaatcgccgtgaaagctggcactgatttcgttaaaacttctactggcttttctactggtgge
gcgactgcagaagacatcgcactgatgcgtaagactgtcggtccgaacatcggtgtaaaagegtceggt
ggtgttcgtactaaagaagacgttgagaagatgatcgaagcgggtgccacccegtatcggegcttctgca
ggtgtggcaatcgtatccggtgaaaaaccggcgaaacctgacaacaccaagtggtaa

Ejemplo 37
SEC ID N°: 14 — Secuencia de nucledtidos de DERA 107

atgtctcgctctattgcacaaatgatcgatcacaccctgctgaaacctaataccaccgaagaccagatc
gtgaaactgtgcgaagaggctaaagaatactctttcgcctcecgtatgcgtcaacccaacgtgggtcgeg
ctggcagcgcagctgctgaaagacgctcctgatgtgaaagtgtgcactgttatcggcttcccactgggt
gcaaccacgcctgaagtaaaagcgttigaaaccactaacgcaatcgagaacggcgcaacggaggttgat
atggttatcaacatcggtgccctgaaggacaaacagtacgaactggttggtcgtgatatccaggcetgtt
gtgaaggcagcagaaggcaaagccctgaccaaagtgattatcgaaacctccctgctgaccgaagaagaa
aagaaggcggcttgtgaactggcggtaaaagcaggtgctgatttcgtcaaaacgtctaccggtttctct
ggtggcggtgcaaccgcagaagacattgccctgatgcgtaaggttgttggtcctaacctgggegttaag

gccagceggceggtgtgegtgacctgtctgacgcgaaggegatgattgacgecgggcgegactegtatcgge

gcttccgcaggtgttgecgatcgttaatggtgaacgctctgaaggticcacgaaatggaccgcagetggt gcggcgacgacgtgegcttgtacgggeggctaa

Ejemplo 38
SEC ID N°: 15 — Secuencia de nucledtidos de DERA 108

atgaaactgaacaaatacatcgatcacaccatcctgaaaccggaaacgactcaggaacaggtggagaaa
atcctggctgaagcgaaagaatacgatttcgecgtccgtctgegttaacccgacgtgggtagcetctggea
gctgaaagcctgaaagatagcgacgtcaaagtctgcactgtcatcggcettcccgetgggegcetaacact
ccggcagtgaaggcgttcgaaactaaagacgctattagcaacggcgcggatgaaatcgacatggtgatt
aacatcggcgcactgaaaacgggtaactacgatctggttctggaagatattaaggctgtcgttgcagca
agcggcgataaactggtaaaggtaatcatcgaagcegtgcectgctgaccgacgatgaaa