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DESCRIPCION

Procedimiento de preparacion de compuestos quirales
Antecedentes de la invencion

La presente invencion esta dirigida a un intermediario en un procedimiento quimioenzimatico con 2-desoxirribosa-5-
fosfato aldolasa (DERA) para la fabricacién 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., ef 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 aldol catalizado por aldolsa.

Sumario de la invenciéon

Se ha desarrollado un procedimiento que comprende la etapa de hacer reaccionar acetaldehido con un sustrato de
aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo constituido por 3-ftalimidopropionaldehido, N-formil-3-
aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido o N-diBoc-3-aminopropionaldehido en condiciones de
condensacion alddlica catalizada por aldolasa para formar el correspondiente lactol.

En una realizacion dicha aldolasa es una aldolasa 2-desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA).

En otra realizacion 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;

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, en otra realizacién 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 nucleotidos de SEC ID N°: 9 o una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 24.

Mas especificamente, en otra realizacién 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, en otra realizacion dicha aldolasa es DERA 102 que comprende una secuencia de nucleétidos
de SEC ID N°: 9 o una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 24.

En otra realizacién dicho sustrato de aminoaldehido N-protegido es 3-ftalimidopropionaldehido.

En ofra realizacion dicho sustrato de aminoaldehido N-protegido es N-formil-3-aminopropionaldehido o 3-
succinimidopropionaldehido.

En otra realizacién dicho sustrato de aminoaldehido N-protegido es N-diBoc-3-aminopropionaldehido.
Se ha desarrollado un procedimiento que comprende la etapa de:

(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido N-protegido seleccionado del grupo constituido
2
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por 3-ftalimidopropionaldehido, N-formil-3-aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido o N-diBoc-3-
aminopropionaldehido en condiciones de condensaciéon 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-aceténido;

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

Se ha desarrollado 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, N-formil-3-aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido o N-diBoc-3-
aminopropionaldehido en condiciones de condensaciéon 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
ester isopropilico de amino-ciclopentilideno.

Se ha desarrollado 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, N-formil-3-aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido o N-diBoc-3-
aminopropionaldehido en condiciones de condensaciéon alddlica catalizada por aldolasa para formar el
correspondiente lactol;

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

(c) tratar 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.

Se ha desarrollado 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, N-formil-3-aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido o N-diBoc-3-
aminopropionaldehido en condiciones de condensaciéon 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 éster de
isopropil-aceténido; y

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

Se ha desarrollado un procedimiento que comprende la etapa de hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de
aminoaldehido o un sustrato de aminoaldehido N-protegido en condiciones de condensacion alddlica catalizada por
aldolasa DERA 101, DERA 102, DERA 103, DERA 104, DERA 105, DERA 106, DERA 107 o DERA 108 para formar
el correspondiente lactol.

En una realizacién dicho aminoaldehido o dicho aminoaldehido N-protegido es N-Boc-3-aminopropionaldehido, 3-
aminopropionaldehido, aminoacetaldehido, N-CBz-3-aminopropionaldehido, N-acetil-3-aminopropionaldehido, N-
Fmoc-3-aminopropionaldehido o N-Fmoc-aminoacetaldehido.

Mas especificamente, en otra realizacion dicho aminoaldehido N-protegido es N-Boc-3-aminopropionaldehido.

Mas especificamente, en otra realizacion dicho aminoaldehido o dicho aminoaldehido N-protegido es N-CBz-3-
aminopropionaldehido o N-Fmoc-3-aminopropionaldehido.

Mas especificamente, en otra realizacién dicho aminoaldehido o dicho aminoaldehido N-protegido es N-CBz-3-
aminopropionaldehido.

En otra realizacion dicha aldolasa es DERA 102.

Se ha desarrollado un procedimiento que comprende la etapa de hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de
aminoaldehido o un sustrato de aminoaldehido N-protegido en condiciones de condensacion alddlica catalizada por
aldolasa DERA 101, DERA 102, DERA 103, DERA 104, DERA 105, DERA 106, DERA 107 o DERA 108 para formar
el correspondiente lactol, y oxidar el lactol asi formado para proporcionar la correspondiente lactona.

Se ha desarrollado un procedimiento que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido o un sustrato de aminoaldehido N-protegido en
condiciones de condensacion alddlica catalizada por aldolasa DERA 101, DERA 102, DERA 103, DERA 104, DERA
3
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105, DERA 106, DERA 107 o DERA 108 para formar el correspondiente lactol;

(b) deshidrogenar el lactol asi formado en condiciones de deshidrogenacion catalitica para proporcionar el
correspondiente acido 3,5-dihidroxiheptanoico;

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

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

Se ha desarrollado un procedimiento que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar un aldehido con un sustrato de aminoaldehido o un sustrato de aminoaldehido N-protegido en
condiciones de condensacion alddlica catalizada por aldolasa DERA 101, DERA 102, DERA 103, DERA 104, DERA
105, DERA 106, DERA 107 o DERA 108 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 éster de
isopropil-aceténido.

Se ha desarrollado un procedimiento que comprende la etapa de hacer reaccionar un aldehido con un compuesto de
sustrato de aminoaldehido de formula general (I):

O

R'R'N

~

(CHy), H ()

en la que:
n=1,2,364;
R’ es hidrogeno o un grupo N-protector;
R” es hidrogeno o un grupo N-protector; o R’ y R” tomados junto con el nitrdgeno al que estan unidos forman un
resto heterociclico de 5 6 6 miembros,

en condiciones de condensacion alddlica catalizada por aldolasa DERA 101, DERA 102, DERA 103, DERA 104,
DERA 105, DERA 106, DERA 107 o DERA 108 para formar el correspondiente lactol.

La presente invencion se refiere también al compuesto 2-[2-(4,6-dihidroxi-tetrahidropiran-2-il]-isoindol-1,3-diona.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere también a un compuesto de formula

0

o)
N "0OH
0

Mas especificamente, la presente invencion se refiere también a un compuesto de formula

OH

O

La presente invencion se refiere también al compuesto de féormula
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10 La presente invencion se refiere también al compuesto de férmula
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La presente invencion se refiere también al compuesto de féormula
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PSS WY

La presente invencion se refiere también al compuesto de féormula

F

Se divulga asimismo wuna forma cristalina de 4-fluoro-alfa-[2-metil-1-oxopropil]-gamma-oxo-N,beta-
difenilbencenbutanamida caracterizada por tener picos de difraccion de rayos X de polvo de dos-theta de
aproximadamente 9,0 grados, 12,7 grados, 20,2 grados, 22,6 grados y 25,2 grados.

Se divulga asimismo una forma cristalina 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 caracterizada por tener picos de difraccion de rayos X de
polvo de dos-theta de aproximadamente 6,3 grados, 12,7 grados, 16,8 grados, 21,1 grados y 25,5 grados.

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-
6-0x0-2H-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.

El aldehido para el uso en la presente invencion puede ser cualquier aldehido que experimentara una condensacion
alddlica con un sustrato, tal como se describe en el presente documento, en presencia de una aldolasa, tal como se
describe en el presente documento. Un ejemplo de aldehido adecuado es, pero no se limita a, acetaldehido.

Un sustrato para su uso en la presente invencion puede ser cualquier aminoaldehido o aminoaldehido N-protegido.
Un aminoaldehido o aminoaldehido N-protegido de este tipo se hara reaccionar con un aldehido en condiciones de
condensacion alddlica catalizada por aldolasa, cada uno tal como se describe en el presente documento.

Los grupos N-protectores adecuados para el aminoaldehido incluyen, pero no se limitan a, ftalimido, N-formilo,
succinimido, di-butoxicarbonilo (di-Boc), benciloxicarbonilo (CBz), butoxicarbonilo (Boc), 9-fluorenilmetoxicarbonilo
(Fmoc), bencilo y dibencilo.

Los ejemplos de un sustrato de aminoaldehido adecuado incluyen, pero no se limitan a:

@] B H 0
HoN g Ph
HQN“A“““)LH 2 ,\g MDEHN"\,/JLH

3-aminopropionaldehido, aminoacetaldehido, N-CBz-3-aminopropionaldehido,

Q O ?L O
H H e N - '“‘x__\v F,fu\
H H
N-acetil-3-aminopropionaldehido, N-formil-3-aminopropionaldehido,
WP |
07 H"’“‘W" H

PPN H

N-Boc-3-aminopropionaldehido

@ O

:::"-. = O
- - || H
=N
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N-fmoc-3-aminopropionaldehido, N-fmoc-acetaldehido

® ®

2 o
{HwﬁxﬁiH 0

__%O

3-succinimido-propionaldehido y N-diBoc-3-aminopropionaldehido

En una realizaciéon de la invencion, el sustrato de aminoaldehido es 3-ftalimidopropionaldehido, N-formil-3-
aminopropionaldehido, N-Boc-3-aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido o] N-diBoc-3-
aminopropionaldehido. En otra realizacion de la invencion, el sustrato de aminoaldehido es N-CBz-3-
aminopropionaldehido o N-Fmoc-3-aminopropionaldehido. En otra realizacion de la invencion, el sustrato de
aminoaldehido es 3-amino-propionaldehido. En otra realizacion de la invencion, el sustrato de aminoaldehido es
amino-acetaldehido. En otra realizacion de la invencién, el sustrato de aminoaldehido es N-CBz-3-
aminopropionaldehido (comercialmente disponible de Aldrich). En otra realizacion de la invencion, el sustrato de
aminoaldehido es N-acetil-3-aminopropionaldehido. En otra realizacion de la invencion, el sustrato de aminoaldehido
es N-Fmoc-3-aminopropionaldehido.

Ambos N-fmoc-aminoaldehidos se obtuvieron mediante oxidacién de Dess-Martin convencional del correspondiente
N-Fmoc-aminoalcohol.

El N-acetil-3- amlnoproplonaldehldo se obtuvo a partir de 3-amino-1-propanol mediante un procedimiento de dos
etapa: N-acetilacion del 3-amino-1-propanol mediante acetato de metilo,_seguida de oxidacion de Dess-Martin para
dar el producto deseado con el correcto ESI-EM [M+H]" 116,25 y [M+Na]" 138,20.

Una aldolasa para su uso en la presente invencion puede ser cualquier enzima que tiene actividad aldolasa hacia un
sustrato de aminoaldehido, sustrato de aminoaldehido N-protegido, o sustrato de pirrol-aldehido, cada uno tal como
se describe en el presente documento. En una realizacién de la invencion, 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 (nimero de acceso GenBank NP_465519 o una versién modificada del mismo);

DERA 11 (nimero 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 o una versién modificada del mlsmo)

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

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

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

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

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

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

DERA 108 (numero 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 aproximadamente el 20% con las mismas; preferiblemente, 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 06 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
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.
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DERA 08 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°

de SEC ID N°: 19.

DERA 11 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°

de SEC ID N°: 20.

DERA 12 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°

de SEC ID N°: 21.

DERA 15 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°

de SEC ID N°: 22.

DERA 101 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°% 8 y

aminoacidos de SEC ID N°: 23.

DERA 102 es una aldolasa que tiene una secuencia de nucleétidos de SEC ID N°% 9y

aminoacidos de SEC ID N°: 24.

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

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

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

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

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

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

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

SEC

ID N°:

ID Ne:

ID N

ID Ne:

ID N°:

ID N°:

10y

1M1y

12y

13y

14y

15y

: 4 y una secuencia de aminoacidos

: 5 y una secuencia de aminoacidos

: 6 y una secuencia de aminoacidos

: 7 y una secuencia de aminoacidos

una secuencia de

una secuencia de

una secuencia de

una secuencia de

una secuencia de

una secuencia de

una secuencia de

una secuencia de

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 entenderia 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

m Y

; :N/\j}\H

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~ o 0 o)
HJL"D/\"“ + HzN/\/L\O/ - H)LH/\‘/J\D/ - = HJJ\H/\)J\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.

Preparaciéon C
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HoN

o~ BOCHO 0 o” 0 0
2 H* j\
O,f J— j\O,JJ\H/\/L\D/ _ = OJ‘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.

5 Preparacion D

o (BoC)O o o~ - >L 0 o
H N/\)\'D/ >LO)'LN/\/J\D/ OJJ\N/\)LH
2 DMAPF
Ao Ao

)Dv /1
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.

10

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
15 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
O GH o}
N/\)LH i 3 ’\ﬁ ) /\/{‘]
Acetaldehido (Z aquiv.) N %OH O xidacion o I
O DERA N aH
0 A y B

Oxidacion o
deshidrogenacion cat .

OH OH ©O OH OH O

N OH

Ve :
|

C;(\Eiw\ SRR

Tal como se expone en el esquema 1, una aldolasa DERA cataliza dos reacciones de condensacion alddlica
20 secuenciales entre 3-ftalimidopropionaldehido y 2 moles de acetaldehido en presencia de otros disolventes

10
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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 afade 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 oxidaciéon 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 proético 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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©/NH Il

para dar el correspondiente éster isopropilico de aceténido que contiene anillo de pirrol, de férmula Ill a continuacion

F
O OYD O

O

Segun lo 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.

. O
-

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{rérgf\-oxg-N,beta-difenilbencenbutanamida presenta picos caracteristicos a 1004 cm'1, 115 cm'1, 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

12



16,4
18,0
18,8
18,9
19,6
20,2
20,5
20,7
211
22,6
22,9
23,2
23,5
24,0
24,7

18,5
41,1
100,0
78,0
19,0
86,4
46,6
31,1
25,0
55,9
14,2
14,0
17,0
18,0
17,5
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27,6
28,4
28,5
28,7
28,9
29,4
32,7
33,4
36,4
37,3
37,8
38,6
39,4
39,8

13,4
20,2
21,4
211
20,0
13,3
17,4
21,7
13,6
13,5
13,9
20,3
13,6
13,9

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)

Numero de onda (cm™)
15900 1506d 1151m 683d
3083d 1492m 1099d
3025d 1466d 1037d
2969d 1448m 1012d
2927d 1407d 992m
2871d 138Tm 875d
T720m 1327m 543m
1683m 1279m 809d
(Cont.)
Numero de onda (cm™)
T649f 1227m 754f
1594m 1207m 736d
1546m 11744 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™)
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33010 14494 877d
30847 13524 8434
30697 13304 8134
3060m 13704 633d
3042d 12814 619d
2975d 12454 3074
2938d 12294 290d
2918d 12704 234d
2871d T176m 186d
17224 11594 158m
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-difenil-1-[2-
(tetr1ahidro-4-hiqroxi-6-ox9-2H-piran-%-iI)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida presenta picos caracteristicos a 851 cm™, 1220
cm™, 1047 cm™, 757 cm™, 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-
hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1H-pirrol-3-carboxamida presenta picos caracteristicos a 1531 cm™, 997 cm™, 114
cm'1, 99 cm ', 1605 cm™.

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 Intensidad relativa Angulo Intensidad relativa
2-theta (°) (%) 2-theta (°) (%)
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
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18,3
18,9
19,1
20,0
20,1
20,3
20,7
20,8
211
22,8
24,3

21,3
100,0
76,5
35,2
56,7
19,8
47,6
61,6
48,0
21,7
21,0
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31,9
32,5
32,8
33,5
34,7
36,3
36,6
37,5
38,3
39,5

17,9
14,3
15,1
14,2
15,8
18,1
13,2
14,1
15,6
13,2

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)

Numero de onda (cm™)

34310 1497d 1161d 851F

29671d 1485m 1153m 804m
29374 1433F 1097d 795d
29274 1387m 1083m 775d
1699F 1349d 1069m 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
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1701d 1239m 638d 99mf
1664f 1178d 618d 67mf
1605f 1155d 524d 61mf
1559d 1036d 504d

Esquema 2

WSS S NN

@]
Oi s
y N
N "™OH ——
@] B

X

H

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.

HoN

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

F

O

Esquema 3
OH o
1 ’\)Dj\ 1
Acetaldehide (2 equiv.) O xidacion
R1/\)LH —— 7 R’ oOH —— . R ™o
DERA
I J

Oxidacidn 0
deshidrogenacion cat.

OH OH O
Rt OH
K

Tal como se expone en el esquema 3, una aldolasa DERA cataliza dos reacciones de condensacion alddlica
secuenciales entre un sustrato de aminopropionaldehido N-protegido (es decir, R1 = grupo protector) seleccionado
del grupo constituido por N-formil-3-aminopropionaldehido, 3-succinimido-propionaldehido, N-diBoc-3-
aminopropionaldehido, N-Boc-3-aminopropionaldehido, aminoacetaldehido, N-CBz-3-aminopropionaldehido, N-
acetil-3-aminopropionaldehido, N-Fmoc-3-aminopropionaldehido o N-Fmoc-aminoacetaldehido, 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,
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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).

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 realizaciéon 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.

Los medios de lactonizacion conocidos en la técnica para transformar el acido carboxilico (K) en lactona (J),
incluyen, pero sin limitarse al uso de catalizadores acidos tales como, pero sin limitarse a, acido clorhidrico, acido
sulfdrico, acido metansulfonico (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.

Esquema 4
OH
0 0
H DERA-102 O
F&HN/\)L » 2.5 = RHN )
‘OH
R = H. CB=z, Boc, Fmoc, bencile o dibencilo M

Tal como se expone en el esquema 4, una aldolasa DERA cataliza una reaccién de condensacién aldélica entre un
aminoaldehido o un aminoaldehido N-protegido y 2 moles de acetaldehido para dar el amino-lactol (M) deseado.

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

OH

DERA 04 /v@
§ ; o~ . L, Zan 2P0 X “oH
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 agit6 adicionalmente la
mezcla de reaccion a 22°C durante 10 horas y se monitorizd la conversiéon 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

1). NaQ,Cl

OH
3 ’\/@ . j
;iN o4 2. HCl N “OH
0

O
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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 concentr¢ el filtrado 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 sélido 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 (CDCls, 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 0 @] 0
DERA 102
Ao vz A S N “OH
0 O

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
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 oxidacién 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
oH—————— N OH

=
-

0 O

A una mezcla de lactol bruto (1,6 gramos; preparada segun el ejemplo 3) en isopropanol (4,8 ml) y dimetilsulféxido
(1,0 ml) y 26 ml de tampon fosfato (pH 6,0, 0,01 M) se le afiadié 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 diciclohexilamina (1,5 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 (m, 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
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9 OH OH O Q 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,SO,4 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

Acetona, IPA Y

O
MSA. MgSO, 3 ’\/('j\/?\)l\ J\
0O

o)
S

N "OH —>= N

0 O

Se suspendiod 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%.

Ejemplo 7

Ester isopropilico de amino-acetdnido

0 O><O @] J\ \>(
N’\/'\/'\)J‘o Etilendiamina of o 8
A ——= LA

o MeOH  H,N

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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HN
O
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 afhadi6 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 necesitdé IPA (10 ml) adicional dando una disolucidon transparente. Se dejo enfriar la
disolucion hasta temperatura ambiente — no se produjo la cristalizacion. Se sembroé 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

O o O O
0 0 O PWS
(@)

» N
N OH

o @]

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
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 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 secOd sobre sulfato de magnesio, se filtré6 y se concentré6 a vacio dando un aceite
incoloro, 7,18 gramos, 100%.

Ejemplo 10

Ester isopropilico de amino-ciclopentilideno

HoN

Se disolvio el éster isopropilico de ciclopentiliden-ftalimido (10,0 gramos, 24,1 mmoles) en metanol (50 ml, 5
volumenes). Se afiadid 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 agité6 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.
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Ejemplo 11

Ester isopropilico de pirrolilciclopentilideno (CIE)

5

O 8] 0]
X L — N
HzM 0

HN
O

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 éster 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 sembré 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 lavd 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.

L

I

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
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 reaccion 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 alo 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 difraccion de rayos X de polvo usando un difractometro 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-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 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.
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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 reflexiéon simple “DurasamplIR” (syperficie 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 reflexion 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,
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 disolucion 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 acetonido.

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 hidroxido 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 sélido 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 difractrdmetro de rayos X de polvo D4 de
Bruker-AXS Ltd. equipado con un cambiador de muestras automatico, un goniémetro theta-theta, ranura de
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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 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 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 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 recogio el espectro a 2 cm™' de resolucion y una adicién 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 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 recogid 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 registré el compuesto 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 funcion 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 1 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 suspensién. 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 volvid 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
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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
— M 0
\_( — _\_4
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
agtgatcgccctgtgtcatcaggccaaaactccggtcggcaataccgecgctatctgtatctatcctcgcetttatccecgattgetcgea
aaactctgaaagagcagggcaccccggaaatccgtatcgctacggtaaccaacttcccacacggtaacgacgacatcgacatc
gcgctggcagaaacccgtgcggcaatcgectacggtgctgatgaagttgacgttgtgttcccgtaccgegegetgatggegggtaa
cgagcaggttggttttgacctggtgaaagcctgtaaagaggcttgcgcggcagcgaatgtactgctgaaagtgatcatcgaaacc
ggcgaactgaaagacgaagcgctgatccgtaaagcgtctgaaatctccatcaaagcgggtgcggacttcatcaaaacctctace
ggtaaagtggctgtgaacgcgacgccggaaagcgcegcegcatcatgatggaagtgatccgtgatatgggcgtagaaaaaaccgt
tggtttcaaaccggcgggcggcegtgcegtactgcggaagatgcgcagaaatatctcgecattgcagatgaactgttcggtgctgact
gggcagatgcgcgtcactaccgctttggcgcttccagectgetggcaagcectgectgaaagegetgggtcacggcgacggtaaga
gcgccagcagctactaa

Ejemplo 25
SEC ID N°: 2 - Secuencia de nucleétidos de DERA04

atgggtaatatcgcgaaaatgattgatcacaccctcttaaaacccgaagcaaccgaacaacaaattgtacaattatgcacggaag
cgaaacaatatggctttgcagcagtatgcgtaaatccgacatgggttaaaaccgccgcacgtgaattaagcgggacagacgttcg
tgtgtgtactgtaattggatttcccttgggcgctacgactccagaaactaaagcattcgaaactactaacgcgattgaaaatggagca
cgggaagtagatatggtaattaatattggtgcattgaaatctggacaagatgaactggtggaacgtgatattcgtgccgttgtigaag
ctgcagcaggccgcegcegcttgtgaaagtaattgtagaaacagcccttcttactgatgaagaaaaagttcgcgcttgtcaattagcag
taaaagcgggtgccgattatgtgaagacgtcgacaggatttageggtggtggtgcaacggtggaagatgtggcetttaatgcggaa
aacggttggtgatcgtgcaggggtcaaagcaagcggcggagtacgtgactggaaaacagcagaagcaatgattaacgcagga
gcaacgcgcattggcacaagttctggagtagcaatcgtaacaggtggaaccggccgggcagactattaa

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

atgggactcgcctcctacatcgaccacacgctgcttaaggccaccgccacgctcgccgacatccgeacgctgtgtgaggaagec
cgcgagcactcgttctacgcggtgtgcatcaacccggtctttattccccacgeccgegcectggetcgaaggcagegacgtgaaggt
cgccaccgtctgeggctttccectcggegecatcagctccgagcagaaagcetctggaagceccgectgagcgccgaaacgggeg
ccgacgaaatcgatatggtcatccacatcggcetcggegcettgeccggegactgggacgeggtggaagecgacgtgcgggcagtg
cgccgcegceggtgcccgagcaggtgctcaaggtgattatcgaaacctgctacctgaccgacgagcaaaagegcttggcgactga
ggtcgccgtacagggcggcegecgacttcgtgaagacgagcacaggcttcggcaccggecggcgecaccgtggacgacgtgcge
ctgatggcggaagtgatcgggggccgegecggactcaaggcggegggcggcgtccgcactectgccgacgcgcaagcecatg
atcgaggcgggcgcegaccceggcetgggcacctcgggeggegtgggtetggtgtcgggecggecgaaaacggagcecggctactga

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

atgggaattgctaaaatgatcgatcacactgctttaaaaccagacacaacgaaagaacaaattttaacactaacaaaagaagca
agagaatacggttttgcttccgtatgcgtaaatccaacttgggtaaaactatccgctgaacaacttgctggagcagaatctgtagtat
gtactgttatcggtttcccactaggagcgaatacccctgaagtaaaagcattigaagtaaaagatgctatccaaaacggtgcaaaa
gaagtggatatggttattaatatcggcgcactaaaagacaaagacgacgaactagtagaacgtgatattcgcgctgtagtcgatge
tgccaaaggaaaagcattagtaaaagtaattatcgaaacttgcctattaacagacgaagaaaaagttcgcgcatgtgaaatcgct
gtaaaagcgggaacagacttcgttaaaacatccactggattctccacaggtggcgcaactgccgaagatatcgcecttaatgegta
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aaactgtaggaccaaacatcggcgtaaaagcatctggtggggttcgtacgaaagaagacgtagaaaaaatgatcgaagcagg
cgcaactcgtattggcgcaagtgcaggtgtcgcaattgtttccggcgaaaaaccagccaaaccagataattactaa

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

atgacatcaaatcaacttgctcaatatatcgatcacaccgcacttaccgcagaaaaaaatgaacaagatatttcgacactctgtaat
gaagcgattgaacacggattttattctgtatgtatcaattctgcttatattccactcgctaaagaaaaacttgctggctcaaatgtaaaa
atttgcaccgtagttggattccctttgggggcgaatttaacctcagtcaaagcattigaaacgcaagaatctattaaagcgggtgcaa
atgaaattgatatggtgattaatgtaggttggataaaatcgcaaaaatgggatgaagtaaaacaagatattcaagcggtatttaatg
cttgtaatggcacgccattaaaagtgattttagaaacttgtttgctcactaaagatgaaatagtgaaagcctgcgaaatttgtaaaga
aatcggtgtagcttttgttaaaacatcaacaggctttaataaaggtggtgcgaccgtagaagatgttgcattgatgaaaaacacggtc
ggcaatattggtgttaaagcatcaggtggtgtgcgtgatactgaaactgcacttgcaatgattaaggcgggtgcgactcgcattggtg
caagcgctggcattgcgattattagcggtactcaagacactcaaagcacttactaa

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

atgatagagtacaggattgaggaggcagtagcgaagtacagagagttctacgaattcaagcccgtcagagaaagcgcaggtatt
gaagatgtgaaaagtgctatagagcacacgaatctgaaaccgtttgccacaccagacgatataaaaaaactctgtcttgaagca

agggaaaatcgtttccatggagtctgtgtgaatccgtgttatgtgaaactggctcgtgaagaactcgaaggaaccgatgtgaaagtc
gtcaccgttgttggttttccactgggagcgaacgaaactcggacgaaagcccatgaggcgattttcgetgttgagagtggagecgat
gagatcgatatggtcatcaacgttggcatgctcaaggcaaaggagtgggagtacgtttacgaggatataagaagtgttgtcgaatc
ggtgaaaggaaaagttgtgaaggtgatcatcgaaacgtgctatctggatacggaagagaagatagcggcgtgtgtcatttccaaa
cttgctggagctcatttcgtgaagacttccacgggatttggaacaggaggggcgaccgcagaagacgttcatctcatgaaatggat
cgtgggagatgagatgggtgtaaaagcttccggagggatcagaacctticgaggacgctgttaaaatgatcatgtacggtgctgata

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

atgccgtcggccagggatatactgcagcagggtctagacaggctagggagcecctgaggacctcgectcgaggatagactctacg
ctactaagccctagggctacggaggaggacgttaggaatcttgtgagagaggcegtcggactacgggtttagatgcgeggttctga

ctccagtgtacacagtaaagatttctgggctggctgagaagcttggtgtgaagctatgtagegttataggctttccectgggecagge

cccgctcgaggtaaagctagttgaggcacaaactgttttagaggctggggctactgagcttgatgttgtcccccatctctcactagge
cccgaagctgtttacagggaggtctcagggatagtgaagttggcgaaaagctatggagecgttgtgaaagtaatattagaagege
cactctgggatgacaaaacgctctccctectggtggactcgtcgaggagggecgggggcggatatagtgaagacaagcaccggg
gtctatacaaagggtggtgatccagtaacggtcttcaggctggccagtcttgccaagccccttggtatgggtgtaaaggcaagcgg

cggtataaggagtggcatcgacgccgtcctcgececgtaggagetggcgeggatatcatagggacaagcagtgctgtaaaggttttg

gagagcttcaaatccctagtctaa

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

atggctgcaaacaaatatgaaatggccttcgcacagttcgatccagctgaaagcgaagaacgcatcctg
ctgaaaactgaccagatcattcgtgaccactattcccgtttcgacactccagaaactaaaaagttcctg
catggcgttatcgatctgacgtctctgaacgccaccgactctgaggaatctatcactaaattcaccgaa
tctgtaaacgatttcgaagataccgacccgactatccctagegtigcggegatctgegtttatccgaac
tttgtcagcaccgtgcgtgaaaccctgactgccgagaatgtgaaagtigcaagegtcageggttgcttce
ccggcctcccagagcttcatcgaagtgaaactggcagaaaccgcactggeggttagcgacggtgeggat
gaaattgacattgttctgaacatgggtaaattcctgtccggtgattacgaggccgcagccactgagatc
gaggaacagatcgctgcggcgaagggtgcgaccgtaaaagttatcctggagactggtgctctgaagacg
ccggaaaacattcgccgcegcaaccatcectgtctetgttttgtggegceccatttcgttaaaacctctact
ggcaaaggctacccgggcgcctctctggaagcagcttacactatgtgtaaagtcctgaaacagtactac
ggcctgttcggtgaagttcgtggcatcaagctgagecggeggtatccgtaccaccgaagacgceggttaag
tactactgcctgatcgaaacgctgctgggcaaagaatggctgaccccggegtacttccgcatcggegec
tectctetggttgatgctctgecgeccaggatattatggtttaa

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

Atggaactgaaccgcatgattgaccacactattctgaaaccggaagccaccgaggceggcetgtgcagaaa
attatcgatgaagctaaagaatacaacttcttcagcgtctgtatcaacccgtgttgggttgcttttgcc
tccgagcagctggctgatactgatgttgccgtctgtaccgtaatcggtttcccgectgggecgegaacacg
ccggaggttaaagcgtacgaagcagctgacgccattaaaaacggtgctaatgaggtggatatggtgate
aatattggtgctctgaaatcccaacagtacgactacgtgcgccaagacatccagggtgtggttgacgece
gcaaaaggtaaagcactggttaaagttatcatcgaaactgccctgctgaccgatgaagagaaagttaag
gcttgcgaactggcgaaagaagcaggcgctgatticgtgaaaaccagcaccggtttttccactggeggt
gcaaaagttgctgacattcgtctgatgcgcgaaaccgtgggtccggatatgggegttaaagcatceggt
ggcgtacacaacgcagaagaagcactggccatgatcgaagcgggcegcaactcgtatcggegcttccacc
ggtgtagccatcgtaagcggtgctactggtgagggtaccaaatggtaa
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Ejemplo 33
SEC ID N°: 10 — Secuencia de nucleétidos de DERA 103

atgactattgaatccgctatcgcgctggcacctgcagaacgtgctgttaacctgattggtagcgacctg
accgaaaaatctctgaaactgcacctggaaggcectgtctggtgtcgacgcggttggtctggaacagegt
gctgccggtetgtccaccegctctatcaaaaccacctccaaagcettgggecctggacaccatcatcaaa
ctgatcgatctgactactctggagggcgcagatactccgggcaaggttegttctctggctgcgaaagca
atgctgccggacgcctcetgatgtgtccgeteccgcaggtggeagcetgtgtgegtttacggtgatatggtg
ccatacgcggcggaagcactgggctcctcettggtctaatggttctgacaacggcattaacgttgctgeg
gtggcaactgcgttcccatccggtcgcagctecctgccaatcaaaatcgctgacaccaaggaagcecgtt
gcccacggtgctgacgaaatcgacatggtaatcgatcgtggtgcgttcctgagcggcaaatacggtgtt
gtgttcgaccagatcgtagctgtgaaagaagcttgccgeccgcgaaaacggceacttacgcgcacctgaaa
gttatcctggaaaccggcgaactgaacacctatgacaacgtccgcegtgcctectggctggegatectg
gcgggtggtgactttgtgaaaacctctaccggcaaggttagcccggcecgcaaccctgecggttacgcetg
ctgatgctggaagtcgttcgcgattggcatgtgctgactggcgagaaaatcggtgtgaaaccagecggt
ggtatccgctcctccaaagacgcgattaaatacctggtcaccgtggcggaaaccgtaggtgaagagtgg
ctgcaaccgcacctgtttcgctttggegectcctcectgctgaacgacgttctgatgcagegtcagaag
ctgtctaccggccactactccggcccagattacgtgaccatcgactaa

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

atgtcttctactccaactattctggatccggcegtttgaggacgttacccgttctgaagcatctctgege
cgtttcctgcacggcectgecgggtgtcgatcaggtgggegcagaggceccgtgecgcetggtctggcaacc
cgttccattaaaacgtccgcaaaagaatttgcactggacctggcgattcgtatggttgacctgaccacg
ctggagggccaggatacgccgggtaaggttcgtgccctgagcgecgaaagcaatgcgtccggatecgtct
gatccaacctgtcctgctactgctgctgtatgtgtttacccggacatggttggcatcgcgaaacaggeg
ctgggtactagcggcgtacacgtagctgctgtggctactgctttccecgtetggecgtgecgcetetggac
atcaaactggcggacgttcgtgatgcggtggacgcaggegcetgacgaaatcgatatggttatcgaccgce
ggtgcttttctggctggtcgttaccaacacgtatacgacgaaattgttgcggtgcgcgaagcectgecge
cgtgaaaacggtgaaggcgctcacctgaaggtaatcttcgagactggtgagctgcagacctacgacaac
gttcgcegtgecgagcetggetggegatgatggetggtgcacacttcgttaaaacgtccaccggcaaagtc
cagccggcagctaccctgccggttaccctggttatgctgcaggecgtacgtgactttcgtggecgcaacg
ggccgtatggttggcgttaaacctgctggcggtatccgtaccgccaaggacgcaatcaaatacctggtt
atggtaaacgaggtagcgggcgaagattggctggacccggactggtttcgttttggtgcatctactctg
ctgaacgacctgctgatgcagcgtacgaagatgaaaaccggccgttacagcggcccagactactttacc

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

atggaactgatcactcagccgtcttgttgggtattttccgtctttttccgccgtcagtacggcetggcetg
gtttttgtggaaggtgcttggtacgatggtcgccgtcaaactttccacctggatggtaacggccgcaaa
ggcttcctgegcatgactatgaatatcgcaaaaatgatcgatcacaccctgctgaaaccggaagcgact
gagcagcagatcgtacaactgtgcaccgaagctaaacagtatggttttgcttccgtttgtgtgaaccct
acgtgggtgaaaaccgccgcacgcgaactgtctggtaccgacgttcgtgttigtaccgtaattggcettc
ccgctgggcgcgactaccccagaaaccaaagcegticgaaactaccaacgcgatcgaaaacggcegcetegt
gaagtcgacatggtaatcaacattggcgctctgaaatctggtcaggacgaactggtagagcgtgacatc
cgcgcecgtcgtagaagctgcggcaggcecgtgcactggtaaaagtaatcgttgaaaccgctctgctgact
gatgaagagaaagttcgtgcgtgtcagctggcggttaaagctggtgcagattacgtgaaaacgagcact
ggtttctccggtggtggegcetactgtcgaagacgtggegcetgatgecgtaaaaccgtaggecgatcgegea
ggcgttaaagcgagcggceggtgttcgtgatiggaagactgccgaagctatgattaacgcaggcgegact
cgtatcggcacttctagcggegtggcaattgttactggcggcaccggtcgegcetgacactaaatggtaa

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

atgactatcgctaaaatgattgatcacacggcgctgaagccagataccaccaaagaacaaatcctgacg
ctgaccaaagaagcacgtgaatatggctttgctagcgtctgtgtgaatccgacttgggtgaaactgtct
gcggaacagctgagcggcegctgaatctgtggtgtgcaccgtcateggttttccgctgggegcgaatact
ccggaagtgaaggcattcgaagtaaaaaacgctatcgaaaacggcgcgaaggaagtagatatggttatc
aacattggtgctctgaaggataaggacgacgaactggtggaacgtgatatccgtgccgtegtggatgcet
gctaaaggtaaagcgctggtgaaagtcattatcgaaacctgcctgctgaccgatgaagagaaggtcegt
gcttgcgaaatcgccgtgaaagctggcactgatttcgttaaaacttctactggcttttctactggtgge
gcgactgcagaagacatcgcactgatgcgtaagactgtcggtccgaacatcggtgtaaaagegtceggt
ggtgttcgtactaaagaagacgttgagaagatgatcgaagcgggtgccacccgtatcggegcttctgca
ggtgtggcaatcgtatccggtgaaaaaccggcgaaacctgacaacaccaagtggtaa

Ejemplo 37
SEC ID N°: 14 — Secuencia de nucledtidos de DERA 107
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atgtctcgctctattgcacaaatgatcgatcacaccctgctgaaacctaataccaccgaagaccagatc
gtgaaactgtgcgaagaggctaaagaatactctttcgcctcecgtatgcgtcaacccaacgtgggtcgeg
ctggcagcgcagctgctgaaagacgctcctgatgtgaaagtgtgcactgttatcggcttcccactgggt
gcaaccacgcctgaagtaaaagcgtttgaaaccactaacgcaatcgagaacggcgcaacggaggttgat
atggttatcaacatcggtgccctgaaggacaaacagtacgaactggttggtcgtgatatccaggcetgtt
gtgaaggcagcagaaggcaaagccctgaccaaagtgattatcgaaacctccctgctgaccgaagaagaa
aagaaggcggcttgtgaactggcggtaaaagcaggtgctgatttcgtcaaaacgtctaccggtttctct
ggtggcggtgcaaccgcagaagacattgccctgatgcgtaaggttgttggtcctaacctgggegttaag
gccagcggceggtgtgegtgacctgtctgacgcgaaggegatgattgacgecgggcgegactegtatcgge
gcttccgcaggtgttgegatcgttaatggtgaacgctctgaaggticcacgaaatggaccgcagetggt gcggcgacgacgtgegcttgtacgggeggcetaa

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

atgaaactgaacaaatacatcgatcacaccatcctgaaaccggaaacgactcaggaacaggtggagaaa
atcctggctgaagcgaaagaatacgatttcgcgtcegtctgegttaacccgacgtgggtagcetctggea
gctgaaagcctgaaagatagcgacgtcaaagtctgcactgtcatcggcettcccgetgggegetaacact
ccggcagtgaaggcgttcgaaactaaagacgctattagcaacggcgcggatgaaatcgacatggtgatt
aacatcggcgcactgaaaacgggtaactacgatctggttctggaagatattaaggctgtcgttgcagea
agcggcgataaactggtaaaggtaatcatcgaagcegtgcectgctgaccgacgatgaaaaggttaaagcg
tgccagctgtctcaggaagcgggcegctgactacgtcaagacgagcactggcttctctaccggeggtgeg
acggtcgcagatgttgctctgatgcgtaaaactgttggcccggacatgggegtaaaagegtetggeggt
gcgcgctcttacgaagacgctatcgcegttcatigaagctggegcaagcecgtattggegccagcetctgge
gtggcgatcatgaatggtgcgcaggctgatggcgacaccaagtggtaa

Ejemplo 39

SEC ID N°: 16 - Secuencia de aminoacidos de DERA 03
Mtdlkasslralkimdittindddtdekvialchqaktpvgntaaiciyprfipiarktlkeqgtpeir
iatvtnfphgnddidialaetraaiaygadevdvvfpyralmagneqvgfdivkackeacaaanvllkv
iietgelkdealirkaseisikagadfiktstgkvavnatpesarimmevirdmgvektvgfkpaggvr
taedagkylaiadelfgadwadarhyrfgassllasllkalghgdgksassy.

Ejemplo 40

SEC ID N°: 17 - Secuencia de aminoacidos de DERA 04
Mgniakmidhtllkpeateqqivqlcteakgygfaavcvnptwvktaarelsgtdvrvctvigfplgattpetkafettnaiengarev
dmvinigalksgqdelverdiravveaaagralvkvivetalltdeekvracqlavkagadyvktstgfsgggatvedvalmrktvgd
ragvkasggvrdwktaeaminagatrigtssgvaivtggtgrady.

Ejemplo 41

SEC ID N°: 18 - Secuencia de aminoacidos de DERA 06
Mglasyidhtllkatatladirticeearehsfyavcinpvfipharawlegsdvkvatvcgfplgaisseqkalearlsaetgadeidm
vihigsalagdwdaveadvravrravpeqvlkviietcyltdegkrlatevavqggadfvkistgfgtggatvddvrimaeviggragl
kaaggvrtpadagamieagatrigtsggvglvsggengagy.

Ejemplo 42

SEC ID N°: 19 - Secuencia de aminoacidos de DERA 08
Mgiakmidhtalkpdttkeqiltitkeareygfasvcvnptwvklsaeglagaesvvctvigfplgantpevkafevkdaigngakev
dmvinigalkdkddelverdiravvdaakgkalvkviietcllitdeekvraceiavkagtdfvktstgfstggataedialmrktvgpnig
vkasggvrtkedvekmieagatrigasagvaivsgekpakpdny.

Ejemplo 43

SEC ID N°: 20 - Secuencia de aminoacidos de DERA 11
Mtsnglaqyidhtaltaekneqdisticneaiehgfysvcinsayiplakeklagsnvkictvvgfplganltsvkafetgesikagane
idmvinvgwiksgkwdevkqgdiqavfnacngtplkviletcllitkdeivkaceickeigvafvkistgfnkggatvedvalmkntvgni
gvkasggvrdtetalamikagatrigasagiaiisgtqdtgsty.

Ejemplo 44

SEC ID N°: 21 - Secuencia de aminoacidos de DERA 12
Mieyrieeavakyrefyefkpvresagiedvksaiehtnlkpfatpddikkiclearenrfhgvcvnpcyvklareelegtdvkvvtvy

gfplganetrtkaheaifavesgadeidmvinvgmlkakeweyvyedirsvvesvkgkvvkviietcyldteekiaacvisklagah
fvktstgfgtggataedvhimkwivgdemgvkasggirtfedavkmimygadrigtssgvkivqggeerygg.
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Ejemplo 45
SEC ID N°: 22 - Secuencia de aminoacidos de DERA 15

Mpsardilgggldrigspedlasridstlisprateedvrnivreasdygfrcavltpvytvkisglaeklgvklcsvigfplggaplevkiv
eaqtvleagateldvvphlsigpeavyrevsgivklaksygavvkvileaplwddkilslivdssrragadivktstgvytkggdpvtvf
rlaslakplgmgvkasggirsgidavlavgagadiigtssavkvlesfksiv.

Ejemplo 46
SEC ID N°: 23 - Secuencia de aminoacidos de DERA 101

maankyemafaqfdpaeseerillktdgiirdhysrfdtpetkkflhgviditsinatdseesitkfte
svndfedtdptipsvaaicvypnfvstvretltaenvkvasvsgcfpasgsfievklaetalavsdgad
eidivinmgkflsgdyeaaateieeqgiaaakgatvkviletgalktpenirratilsifcgahfvktst
gkgypgasleaaytmckvlkqyyglfgevrgiklsggirttedavkyyclietligkewltpayfriga sslvdalrqdimv.

Ejemplo 47
SEC ID N°: 24 - Secuencia de aminoacidos de DERA 102

melnrmidhtilkpeateaavgkiideakeynffsvcinpcwvafaseqgladtdvavctvigfplgant
pevkayeaadaiknganevdmvinigalksqqydyvrqdiqgvvdaakgkalvkviietalltdeekvk
acelakeagadfvktstgfstggakvadirimretvgpdmgvkasggvhnaeealamieagatrigast gvaivsgatgegtkw.

Ejemplo 48
SEC ID N°: 25 - Secuencia de aminoacidos de DERA 103

mtiesaialapaeravnligsdltekslklhleglsgvdavglegraagistrsikttskawaldtiik
lidittlegadtpgkvrslaakamlpdasdvsapqvaavcvygdmvpyaaealgsswsngsdnginvaa
vatafpsgrsslpikiadtkeavahgadeidmvidrgaflsgkygvvfdgivavkeacrrengtyahlk
viletgelntydnvrraswlailaggdfvktstgkvspaatlpvtlimlevvrdwhvltgekigvkpag
girsskdaikylvtvaetvgeewlgphlfrfgasslindvimgrgklstghysgpdyvtid.

Ejemplo 49
SEC ID N°: 26 - Secuencia de aminoacidos de DERA 104

msstptildpafedvtrseaslrrflhglpgvdqvgaearaaglatrsiktsakefaldlairmvdltt
legqdtpgkvralsakamrpdpsdptcpataavcvypdmvgiakqgalgtsgvhvaavatafpsgraald
ikladvrdavdagadeidmvidrgaflagryghvydeivavreacrrengegahlkvifetgelqtydn
vrraswlammagahfvktstgkvgpaatlpvtlvmlqavrdfrgatgrmvgvkpaggirtakdaikylv
mvnevagedwldpdwfrfgastlindlimgrtkmktgrysgpdyftid.

Ejemplo 50
SEC ID N°: 27 - Secuencia de aminoacidos de DERA 105

melitgpscwvfsvffrrqygwlvivegawydgrrgtfhldgngrkgflrmtmniakmidhtlikpeat
eqqivqglcteakgygfasvcvnptwvktaarelsgtdvrvctvigfplgattpetkafettnaiengar
evdmvinigalksgqdelverdiravveaaagralvkvivetalltdeekvracqlavkagadyvkist
gfsgggatvedvalmrktvgdragvkasggvrdwktaeaminagatrigtssgvaivtggtgradtkw.

Ejemplo 51

SEC ID N°: 28 - Secuencia de aminoacidos de DERA 106
mtiakmidhtalkpdttkeqiltltkeareygfasvcvnptwvklsaeqglsgaesvvctvigfplgant
pevkafevknaiengakevdmvinigalkdkddelverdiravvdaakgkalvkviietclltdeekvr
aceiavkagtdfvktstgfstggataedialmrktvgpnigvkasggvrtkedvekmieagatrigasa gvaivsgekpakpdntkw.
Ejemplo 52

SEC ID N°: 29 - Secuencia de aminoacidos de DERA 107
msrsiagmidhtllkpnttedgivklceeakeysfasvcvnptwvalaaqgllkdapdvkvctvigfplg
attpevkafettnaiengatevdmvinigalkdkqyelvgrdigavvkaaegkaltkviietsliteee
kkaacelavkagadfvktstgfsgggataedialmrkvvgpnlgvkasggvrdisdakamidagatrig asagvaivngersegstkwtaagaattcactgg.
Ejemplo 53

SEC ID N°: 30 - Secuencia de aminoacidos de DERA 108
mkinkyidhtilkpettgeqvekilaeakeydfasvcvnptwvalaaeslkdsdvkvctvigfplgant
pavkafetkdaisngadeidmvinigalkignydlvledikavvaasgdkivkviieaclitddekvka
cqlsqeagadyvkistgfstggatvadvalmrktvgpdmgvkasggarsyedaiafieagasrigassg vaimngagadgdtkw.
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.Listado de secuencias

<110> Pfizer Inc. Bauer, David W O’Neil, Padraig M Watson, Thimothy J. Hu, Shangui

ES 2523404 T3

<120> Procedimiento de preparacion de compuestos quirales
<130> PC33600A
<150> 60/953,725

<151>2007-08-03

<160> 30

<170> Version Patentin 3.5

<210>1
<211>780
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 1

atgactgatc
aatgacgacg
ggcaataccg
aaagagcagg
gacgacatcg
gttgacgttg
ctggtgaaag
gaaaccggcg
gcgggtgcgg
agcgcgcgcea
aaaccggcgg
gaactgttcg

ctggcaagcc

<210> 2
<211> 669
<212> ADN

tgaaagcaag
acaccgacga
ccgctatctg
gcaccccgga
acatcgcgct
tgttcccgta
cctgtaaaga
aactgaaaga
acttcatcaa
tcatgatgga
gcggcgtgeg
gtgctgactg
tgctgaaagc

<213> Secuencia artificial

<220>

cagcctgcgt
gaaagtgatc
tatctatcct
aatccgtatc
ggcagaaacc
ccgegegetg
ggcttgcgeg
cgaagcgctg
aacctctacc
agtgatccgt
tactgcggaa
ggcagatgcg
gctgggtcac

gcactgaaat
gccctgtgtc
cgctttatcc
gctacggtaa
cgtgcggcaa
atggcgggta
gcagcgaatg
atccgtaaag
ggtaaagtgg
gatatgggcg
gatgcgcaga
cgtcactacc

ggcgacggta

<223> ADN aleatorio aislado de una muestra ambiental

<400> 2

30

tgatggacct
atcaggccaa
cgattgctcg
ccaacttccc
tcgectacgg
acgagcaggt
tactgctgaa
cgtctgaaat
ctgtgaacgc
tagaaaaaac
aatatctcgc
gctttggcgce

agagcgccag

gaccaccctg
aactccggtc
caaaactctg
acacggtaac
tgctgatgaa
tggttttgac
agtgatcatc
ctccatcaaa
gacgccggaa
cgttggtttc
cattgcagat
ttccagcctg

cagctactaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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atgggtaata
caaattgtac

ccgacatggg

gtaattggat
gcgattgaaa
ggacaagatg
gcgettgtga
tgtcaattag
ggtggtgcaa
gtcaaagcaa
gcaacgcgca
gactattaa

<210> 3
<211> 663
<212> ADN

tcgcgaaaat
aattatgcac

ttaaaaccgc

ttcccttggg
atggagcacg
aactggtgga
aagtaattgt
cagtaaaagc
cggtggaaga
gcggcggagt
ttggcacaag

<213> Deinococcus radiodurans

<400> 3
atgggactcg
atccgcacge
gtctttattc
tgcggettte
gccgaaacgg
gactgggacg
ctcaaggtga
gtcgccgtac
gccaccgtygg
gcggcgggeg
cggctgggea
tga

<210> 4

<211> 672
<212> ADN

cctcctacat
tgtgtgagga
cccacgeecg
ccctcggegce
gcgccgacga
cggtggaagc
ttatcgaaac
agggcggcgce
acgacgtgcg
gcgtcegeac

cctecgggegq

<213> Listeria monocytogenes

<400> 4

ES 2523404 T3

gattgatcac
ggaagcgaaa

cgcacgtgaa

cgctacgact
ggaagtagat
acgtgatatt
agaaacagcc
gggtgccgat
tgtggcttta
acgtgactgg
ttctggagta

cgaccacacg
agceccgegag
cgcetggete
catcagctcc
~aatcgatatg
cgacgtgcgg
ctgctacctg
cgacttcgtg
cctgatggcg
tcctgecgac

cgtgggtctyg

accctctraa
caatatggct

ttaagcggga

ccagaaacta
atggtaatta
cgtgcegttg
cttcttactg
tatgtgaaga
atgcggaaaa
aaaacagcag

gcaatcgtaa

ctgcttaagg
cactcgttct
gaaggcageg
gagcagaaag
gtcatccaca
gcagtgcgcece
accgacgagce
aagacgagca
gaagtgatcg
gcgcaagcca

gtgtcgggcg

31

aacccgaagc
ttgcagcagt

cagacgttcg

aagcattcga
atattggtgc
ttgaagctgc
atgaagaaaa
cgtcgacagg
cggttggtga
aagcaatgat

caggtggaac

ccaccgecac
acgcggtgtg
acgtgaaggt
ctctggaagce
tcggetegge
gcgcggtgec
aaaagcgctt
caggcttcgg
ggggccgege
tgatcgaggc

gcgaaaacgg

aaccgaacaa
atgcgtaaat

tgtgtgtact

aactactaac
attgaaatct
agcaggecge
agttcgeget
atttagcggt
tcgtgcaggg
taacgcagga

€ggecgggca

gctcgecgac
céféaacccg
cgccacegtc
ccgcctgage
gcttgeccggce
cgagcaggtg
ggcgactgag
caccggcggce
cggactcaag
gggcgcegace
agccggctac

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
669

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
663



atgggaattg
attttaacac
acttgggtaa
atcggrttcc
atccaaaacg

gacgacgaac

ttagtaaaag
gaaatcgctg
ggcgcaactg
agdagcatctyg
actcgtattg

gataattact

=210= 5
=211= G672
<212= ADN

c£taaaatgat
taacaaaaga
aactatccge
cactaggagc
gtgcaaaaga

tagtagaacg

taattatcga
taaaagcggg
ccgaagatat
gtgggattcg
gcgcaagtgc

ad

ES 2523404 T3

cgatcacact
agcaagagaa
tgaacaactt
gaatacccct
agtggatatg
tgatattcgc

aacttgccta
aacagacttc
cgccttaatg
tacgaaagaa

aggtgtcgea

<213> Haemophilus influenzae

<400= 5

atgacatcaa
gaacaagata
atcaatictg
tgcaccgtag
caagaatcta
aaatcgcaaa
ggcacgccat
gcctgogaaa
4aaggtggtrg
gttaaagcat
gCgactcgca
dgcacttact
<210= G

=211= 747
=212> DNA

atcaacttgc
tttcgacact
cttatattcc
ttggatteccc
ttaaagcggg
aatgggatga
taaaagtgat
tttgtaaaga
cgaccgtaga
caggtggtot
ttagtgeaag

dd

=213> Thermotoga maritima

<400> &

tcaatatatc
ctgtaatgaa
actcgctaaa
tttgggggcyg
tgcaaatgaa
agtaaaacaa
tttagaaact
aarcggtgra
agatgttgca
gcgtgatact
cgctggeatt

gcrttaaaac
tacggttttg
gctggagcag
gaagtaaaag
gttattaata

gctgtagtcg

ttaacagacg
gttaaaacat
cgtaaaactg
gacgtagaaa

attgtttccg

gatcacaccg
gcgattgaac
gJaaaaacttg
aatttaacct
attgatataq
gatattcaag
tgtttgctca
gcrrttgtta
ttgatgaaaa
gaaactgcac

gcgattatta

32

cagacacaac
cttccgtatg
aatctgtagt
cattrgaagt
tcggegeact

atgctgccaa

aagaaaaagt
ccactggatt
taggaccaaa
aaatgatcga

gcgaaaaacc

cacttaccgc
acggatttta
ctggctcaaa
cagtcaaagc
tgattaatgt
cggtatttaa
ctaaagatga
ddacatcaac
acacggtcgg
ttgcaatgat
gcggtactca

gaaagaacaa
cgtaaatcca
atgractgtt
aaaagatgct
aaaagacaaa

aggaaaagca

tcgcgeatgt
Ciccacaggt
catcggcgta
agcaggcgca

agccaaacca

dfjadaaaaat
ttctgtatgt
tgtaaaaatt
atttgaaacg
aggttggata
tgcttgtaat
aatagtgaaa
aggctttaat
caatattggr
taaggcgogt
agacactcaa

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
672

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
672



atgatagagt
cccgtcagag
aaaccgtttg
ttccatggag
accgatgtga
aaagcccatg
aacgtrggea

grcgaatcag

gaagagaaga
tccacgggat
gtgggagatg

aaaatgatca

9ggggagaag

=210= 7
=211= 708
=212>= ADHN

acaggattga
aaagcgcagg
ccacaccaga
tctgtgtgaa
aagtcgtcac
aggcgattrt
tgctcaagge

tgaaaggaaa

tagcggegtg
ttggaacagg
agatgggtgt
tgtacggtqgc
agagatatagg

=213> Aeropyrum pernix

=400> 7

atgccgtcog
ctegectoga
aatcttgtga
acagtaaaga
tttcccctgg
gcrggggcta
agggaggtct
ttagaagcgc
gcg9ggogcgg
acggtcttca
ggtataagga
acaagcagtg
<210= 8

=211= 870
=212> ADN

ccagggatat
ggatagactc
gagaggcgte
tttctgggcet
gccaggccce
ctgagcrtga
cagggatagt
cactctggga
atatagtgaa
ggctggecag
gtggcatcga

ctgtaaaggt

ES 2523404 T3

ggaggcagta
tattgaagat
cgatataaaa
tccgtgttat
cgrigrtggt
cgctgttgag
aaaggagtgg
agttgtgaag

tgtcatttcc
aggggcgacc
dadagcttcc
tgatagaata
aggttga

actgcagcag
tacgctacta
ggactacggg
ggctgagaag
gctcgaggta
tgttgtccec
gaagttggcg
tgacaaaacg
gacaagcacc
tcttgccaag
cgccgtoctc
tttggagagc

<213> Porphyromonas gingivalis

=400= B

gcgaagtaca
gtgaaaagrg
aaactctgtc
gtgaaactgg
tttccactgg
agtggagccg
gagtacgrtt
gtgatcatcg

aaacttgctg
gcagaagacg
ggagggatca
ggaacgagtt

ggtctagaca
agccctagag
tttagatgceg
cttggtgtga
aagctagttg
tatctctcat
aaaagctatg
ctctcocctocc
ggggtctata
ccccttggta
gccgtaggag
ttcaaatccc

33

gagagttcta
ctatagagca
ttgaagcaag
ctcgtgaaga
gagcgaacga
atgagatcga
acgaggatat

aaacgtgcta

gagctcattt
ttcatctcat
gaaccttcga

cqggagttaa

cgaattcaag
cacgaatctg
ggaaaatcgt
actcgaagga
aactcggacg
tatggtcatc
aagaagtgtt

tctggatacg

cgtgaagact
gaaatggatc
ggacgctgtt
gatcgttcag

ggctragggag
ctacggagga
cggtrtctgac
agctatgtag
aggcacaaac
taggccccga
gagccgttgt
tggtggactc
Caaagggtgg
tgggrgtaaa
c€tggcgcgga
tagtctaa

ccctgaggac
ggacgttagg
tccagtgtac
cgttataggc
tgttttagag
agctgtttac
gaaagtaata
gtcgaggagg
tgatccagta
ggcaagcggc
tatcataggg

&0
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
747

60
120
180
240
300
ic0
420
480
540
600
660
708



atggctgcaa
cgcarcoige
gaaactaaaa
gaggaatcta
atcccragog
ctgactgccg
ttcatcgaaqg
gacattgttc
atcgaggaac

gctctgaaga

catttcgtta
actatgtgta
ctgagcggeg
ctgctgogca
gatgctctygc
<210= 9

=211> 669
=212= ADN

acaaatatga
tgaaaactga
agttcctgca
tcactaaatt
ttgcggegat
agaatgtgaa
tgaaactggc
tgaacatggg
agatcgetgce

cgccggaaaa

‘aaacctctac
aagtcctgaa
gtatccgtac
aagaatggct
gccaggatat

=213= Enterococcus faecalis

=400> 9
atggaactga
gtgcagaaaa
tgrtgggttg
atcggtttcc
attaaaaacg
cagtacgact
ctggttaaag
gaactggcga
ggtgcaaaag
aaagcatccg
actcgtatcg

aaatggtaa

accgcatgat
ttatcgatga
cttitgcctc
cgctgggege
gtgctaatga
acgtgcgeca
ttatcatcga
aagaagcagg
ttgctgacat
gtggcgtaca

gcgettocac

ES 2523404 T3

aatggccttc
ccagatcatt
tggcgttatc
caccgaatct
ctgcgttrat
agttgcaagce
agaaaccgca
taaattcctg
ggcgaagggt
cattcgccge

tggcaaaggc
acagtactac
caccgaagac
gaccccggeg

tatggttrtaa

gcacagttcg
Cgigaccacl
gatctgacgt
gtaaacgatt
ccgaactttg
gtcagcggtt
ctggcggtta
tccagtgatt
gcgaccgtaa

gcaaccatcc

tacccgggceg
ggcctgttcg
gcggtrtaagt
tacttccgea

atccagctga
dttcocegttt
ctctgaacgce
tcgaagatac
tcagcaccgt
gcttoocgge
gcgacggtgc
acgaggccge
aagtratcct

tgtctctgtt

cctctetgga
gtgaagttcg
actactgcct

tcggcgectc

aagcgaagaa
LygdLacticca
caccgactct
cgacccgact
gcgtgaaacc
ctcccagagce
ggatgaaatt
agccactgag
ggagactggt
ttgtggcgec

agcagcttac
tggcatcaag
gatcgaaacg
Cctctctggtt

tgaccacact
agctaaagaa
cgagcagctg
gaacacgccg

ggtggatatg

agacatccag

aactgccctg
cgctgatttc
tcgtctoatg
caacgcagaa

cggtgtagcc

attctgaaac
tacaacttct
gctgatactg
gaggttaaag
gtgatcaata
ggtgtggttg
ctgaccgatg
gtgaaaacca
cgcgaaaccg
gaagcactgg
atcgtaagcg

34

cggaagccac
tcagcgtctg
atgttgccgt
cgtacgaagc
ttggtgctct
acgccgcaaa
aagagaaagt
gcaccggttt
tgggtccgga
ccatgatcga

gtgctactgg

cgaggcggct
tatcaacccg
ctgtaccgta
agctgacgcc
gaaatcccaa
aggtaaagca
taaggcttgc
ttccactggce
tatgggcgtt
agcgggcegca
tgagggtacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
870

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
669



<210= 10
=211= 1014
<212= ADN

<213= marine actinobacterium

<400= 10

atgactattg
agcgacctga
gttggtctgg
gcttgggecc

actccgggca
tcegetoege
gcactgggct
actgcgttec
gttgcccacg

aaatacggtg
ggcacttacg
gtccgeegtg
ggcaaggtta
gattggcatg
tccaaagacg
caaccgcacc
cagaagctgt
<210> 11

=211= 975
=212> ADN

aatccgctat
ccgaaaaatc
aacagcgtgc
tggacaccat
aggttcgrec
aggtggcagc
cctcttggte
catccggtcg

gtgctgacga

ttgtgttcga
cgcacctgaa
ccteergget
gceceggeege
tgctgactgg
cgattaaata
tgtttcgett

ctaccggcca

<213> Nocardioides species

<d400> 11

ES 2523404 T3

cgcgctggea
tctgaaactg
tgccggrcotg
catcaaactg
tctggetgeg
tgtgtgcgtt
taatggttct
cagctccctg

aatcgacatg

ccagatcgta
agttatcctg
ggcgatcctg
aaccctgeeg
cgagaaaatc
cctggtcacc
tggcgeetce

ctactccggc

cctgcagaac
cacctggaag
tccacceoget
atcgatctga
aaagcaatgc
tacggtgata
gacaacggca
ccaatcaaaa

gtaatcgatc

gctgtgaaag
gaaaccggeg
gcgggtgatg
gttacgctge
ggtgtgaaac
gtggcggaaa
tccctgetga

ccagattacg

35

gtgctgttaa
gcctgtctgg
cratcaaaac
ctactctgga
tgocggacgc
tggtgccata
ttaacgttgc
tcgoctgacac

gtggtgcgtt

aagcttgeeg
aactgaacac
actttgtgaa
tgatgctgga
cagccggtyg
ccgtaggtga
acgacgttct

tgaccatcga

cctgattggt
tgtcgacgcg
cacctccaaa
gggcgcagat
ctctgatgtg
cgcggcggaa
tgcggtggca
caaggaagcc

cctgageggce

ccgcgaaaac
ctatgacaac
aaccicracc
agtcgttcgce
tatccgetcec
agagtggctg
gatgcagcgt

ctaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
900
960

1014



atgtcttcta
tctctgogec
gccgetggtce
gcgattcgta
gccctgagcg
gctgtatgtg
gtacacgtag
ctggcggacg
cgcggtgett
gaagcotgeco
gagctgcaga
cacttcgtta
gttatgctge

ccrgetggeg.

gtagcgggcg

aacgacctgce

tttaccctgg
<210= 12

=211= 828
=212= ADN

ctccaactat
gtttcctgca
tggcaacccg
tggttgacct
€gaaagcaat
tttacccgga
ctgctgtggc
ttcgtgatgc
ttctggctgg
gccgtgaaaa
cctacgacaa
aaacgtccac
aggccgtacg
gtatccgtac
aagattggct
tgatgcagcg

actaa

ES 2523404 T3

tctggatceg
cggectgecy
ttccattaaa
gaccacgctg
gcgtccggat
catggttggc
tactgctttc
ggtggacgca
tcgttaccaa
cggtgaaggc
cgttcgecgt
cggcaaagtc
tgactttcgt
cgccaaggac
ggacccggac

tacgaagatg

<213> Geobacillus kaustophilus

=400> 12

gcgtttgagg
ggtgtcgatc
acgtccgceaa
gagggccagg
ccgtctgate
atcgcgaaac
ccgtotggec
ggcgetgacg
cacgtatacg
gctcacctga
gcgagcrggc
cagccggcag
ggcgcaacgg
gcaatcaaat
tggtttcgtt

aaaaccggcc

36

acgttacccg
aggtgggcgc
dgagaatttgc
atacgccggg
caacctgtcc
aggcgctggg
grgccgetct
aaatcgatat
acgaaattgt
aggtaatctt
tggcgatgat
ctaccctgcc
gccgtatggt
acctggttat
ttggtgcatc

gttacagcgg

ttctgaagca
agaggcccgt
actggacctg
taaggttcgt
tgctactgct
rtactagcggce
ggacatcaaa
ggttatcgac
tgcggtgege
cgagactggt
ggcrggrgca
ggttaccctg
tggcgttaaa
ggtaaacgag
tactctgctg

cCcagactac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
975



atggaactga
ggctggctgg
gatggtaacg
cacaccctgce
aaacagtatg
gaactgtctg
accccagaaa
gacatggtaa
atccgogecg
gctctgoctga
gattacgtga
ctgatgcgta
tggaagactg
gtggcaattg

=210= 13
=211= 678
=212> ADNH

tcactcagcc
tttttgtgga
gccgcaaagg
tgaaaccgga
gttttgcttc
gtaccgacgt
ccaaagcgtt
tcaacattgg
tcgtagaagc
ctgatgaaga
aaacgagcac
aaaccgtagg
ccgaagcrtat

ttactggcgg

<213> Listeria innocua

=400= 13
atgactatcg
atccrgacgce
acttgggtga
atcggrtttc
atcgaaaacg
gacgacgaac
ctggtgaaag
gaaatcgccg
ggcgcgactg
aaagcgtccg
acccgtatcyg

gacaacacca

<210= 14
<211= 723
<212> ADN

Cctaaaatgat
tgaccaaaga
aactgtctgc
cgctgggoge
gcgcgaagga
tggrggaacg
tcattatcga
tgaaagctgg
cagaagacat
gtggtgttcg
gcgettctac

agtggtaa

=<213> Bacillus halodurans

=400= 14

ES 2523404 T3

gtcttgttgg
aggtgcitgg
cttcctgege
agcgactgag
cgtttatgtyg
tcgtgrrtgt
cgaaactacc
cgctctgaaa
tgcggcaggc
gaaagttcgt
tggtttcrce
cgatcgecgca
gattaacgca

caccggtcgce

tgatcacacg
agcacgtgaa
ggaacagctg
gaataﬁtccg
agtagatatg
tgatatccgt
aacctgcctg
cactgatttc
cgcactgatg
tactaaagaa

aggtgtggea

gtattttccg

tacgatggtc

atgactatga
cagcagatcg
aaccctacgt
accgtaattyg
aacgcgatcg
tctggtcagg
cgtgcactgg
gcgtgtcagc
ggtggtggeg
ggcgttaaag
ggcgcgactc

gctgacacta

TCETTITTICCg

gccgtcaaac

atatcgcaaa
tacaactgtg
gggtgaaaac
gcttoccget
aaaacggcgc
acgaactggt
taaaagtaat
tggcggttaa
ctactgtcga
€gagcygcag
gtatcggcac
aatggtaa

ccgtcagtac
tttccacctg
aatgatcgat
caccgaagct
cgccgeacgc
gggcgcgact
tcgtgaagtc
agagcgtgac
cgttgaaacc
agctggtgca
agacgtggcg
tgttcgtgat

ttctagcgge

gcgctgaage
tatggctitg
agcggcegetg
gaagtgaagg
gttatcaaca
gccgrcgrgg
ctgaccgatg
gttaaaactt
cgtaagactg
gacgttgaga

atcgtatccg

37

cagataccac
ctagcgtctg
aatctgtggt
cattcgaagt
ttggtgctct
atgctgctaa
aagagaaggt
ctactggctt
tcggtccgaa
agatgatcga

gtgaaaaacc

caaagaacaa
tgtgaatccg
gtgcaccgtc
aaaaaacgct
gaaggataag
aggtaaagcg
ccgtgettge
ttctactggt
catcggtgta
agcgggtgec
ggcgaaacct

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
828

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
678



atgtctcgct

gaccagatcg

aacccaacgt
tgcactgtta
actaacgcaa
aaggacaaac
ggcaaagccc
gcggctrgtg
tctggtggeg
ctgggcgtta
gcgggegega
gaaggttcca

taa

<210> 15
<211> 669
<212> ADN
<213> Strepto

=400> 15
atgaaactga
gtggagaaaa
acgtgggtag
atcggcttcc
attagcaacg
aactacgatc
gtaaaggtaa
ctgtctcagg
gcgacggtcg
gcgtctggceg
cgtattggcg
aagtggtaa

<210> 16

=211= 259
=212= PRT

ctattgcaca

tgaaactgtg

gggtcgeget
tcggcttoce
tcgagaacgg
agtaégéact
tgaccaaagt
aactggcggf
gtgcaaccgc
aggccagcgg
ctcgtatcgg
cgaaatggac

coOccus suUis

ES 2523404 T3

aatgatcgat

cgaagaggct

ggcagcgcag
actgggtgca
cgcaacggag
ggttggtcgt
gattatcgaa
daaagcaggt
agaagacatt
cggtgtgcgt
cgcttecgea

cgcagctggt

cacaccctgce

daagaatact

ctgctgaaag
accacgcctg
gttgatatgg
gatatccagg
acctcecctge
gctgattteg
gecctgatge
gacctgtctg
ggtgttgcga
gcggogacga

tgaaacctaa

ctttcgcoctc

acgctcctga
dagtaaaaqgc
ttatcaacat
ctgttgtgaa
tgaccgaaga
tcaaaacgtc
gtaaggttgt
acgcgaagge
tcgttaatrgg
cgtgcgettg

taccaccgaa

cgtatgcgtc

tgtgaaagtg
gtttgaaacc
cggtgccctg
ggcagcagaa
agaaaagaag
taccggtttc
tggtcctaac
gatgattgac
tgaacgctct

tacgggcgge

acaaatacat
tcctggetga
ctctggcagc
cgctgggcge
gcgeggatga
tggttctgga
tcatcgaage
aagcgggegc
cagatgttgc
gtgcgegetc
ccagctctgg

<213> Escherichia coli

cgatcacacc
agcgaaagaa
tgaaagcctg
taacactccg
aatcgacatg
agatattaag
gtgcctocty
tgactacgtc
tctgatgegt
ttacgaagac

cgtggcgatc

atcctgaaac
tacgatttecg
aaagatagcg
gcagtgaagg
gtgattaaca
gctgtcgttg
accgacgatg
aagacgagca
aaaactgttg
gctatcgegt

atgaatggtg

38

cggaaacgac
cgtccgtctg
acgtcaaagt
cgttcgaaac
tcggcgeact
cagcaagcgg
aaaaggttaa
ctggcttctc
gcccggacat
tcattgaagce

cgcaggctga

tcaggaacag
cgttaacccg
ctgcactgtce
taaagacgct
gaaaacgggt
cgataaactg
agcgtgccag
taccggcggt
gggcgtaaaa
tggcgcaage
tggcgacacc

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
723

60
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
669



<400=> 16

mMetr

Leu

Cys

Tyr

Thr

65

Asp

Gly

Gly

Cys

Leu
145

Thr

Thr

His

Pro

50

Pro

Asp

Ala

ASH

Ala

130

Lys

Asp

Thr

Arg

Glu

Ile

AsSp

Glu

115

Ala

Asp

Leu Lys
5

Leu Asn

20

Ala

Phe

Ile

AsSp

Glu

100

Gin

Ala

Glu

ala Gly ala Asp

Ala

Gly

Ala

Ala

val

Glu

Glu

Lys

Ile

Arg

Ile

B5

val

val

Asn

Ala

Phe
165

Thr Pro Glu Ser

180

195

210

225

Leu

ser

ASp

Ala

Ser

Asp

Trp

S5er teu

Tyr

Lys Thr

Ala GlIn

aAla asp

Leuy

245

Thr

Pro

Ile

70

Ala

ASp

Gly

val

Leu

150

Ile

Lys Tyr Leu Ala Ile ala asp Glu
215

Ala Arg His Tyr Arg

ES 2523404 T3

ala ser

ASp AsSp

Pro

Ile

55

Ala

Leu

val

Phe

Leu

135

Ile

Lys

230

Lys Ala Leu Gly His Gly Asp Gly

ser

AsSp

val

40

Ala

Thr

Ala

val

ASp

120

Leu

Arg

Thr

Leu

Thr
25

Gly

Arg

val

Glu

Phe

105

Leu

Lys

Lys

Ser

39

Arg
10

Asp

Asn

Lys

Thr

Thr

Pro

val

val

Ala

Thr-

170

Ala

Glu

Thr

Thr

Asn

75

Arg

Tyr

Lys

Ile

Ser
155

Leuw

LyS

Ala

Leu

60

Phe

Ala

Arg

Ala

Ile

140

Glu

LyS

val

Ala

45

Lys

Pro

Ala

Ala

Cys

Glu

Ile

Leu Met
15

ITe aAla
30

Ile Cys

Glu Gln

His Gly

Ile Ala

95

Leu Met
110
Lys Glu

Thr Gly

sar Ile

Asp

Leu

Ile

Gly

Asn

80

Ty

Ala

Ala

Glu

Lys
160

Gly Lys val Ala val Asn

Phe Gly Ala
235

250

Ala Arg ITe Met Met Glu val Ile
185

val Gly Phe Lys Pro Ala Gly G1
200 Eﬂg

175

Arg Asp Met
153

val arg Thr

Leu Phe Gly

Ser ser Leu

240

Lys Ser ala

255
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<210> 17

<211> 222

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN aleatorio aislado de una muestra ambiental
<400> 17

?et Gly Asn Ile Ala Lys Met Ile Asp His Thr Leu Leu Lys Pro Glu
5 10 15

Ala Thr Glu gan GIn Ile val Gln igu Cys Thr Glu Ala Lys GIn Tyr
30

Gly Phe Ala Ala val cys val Asn Pro Thr Trp val Lys Thr Ala Ala
35 40 45

Arg gau Leu Ser Gly Thr ﬁgp val arg val cys Thr val Ile Gly phe
60

Pro Leu Gly Ala Thr Thr Pro Glu Thr Lys Ala Phe Glu Thr Thr asn
65 70 75 80

Ala 17e Glu Asn Gly Ala Aarg Glu val Asp Met val Ile Asn Ile Gly
85 90 ' 95

Ala Leu Lys Ser Gly GIn Asp Glu Leu val Glu Arg Asp Ile Arg Ala
100 105 110

val val Glu Ala Ala Ala G6ly Arg Ala Leu val Lys val Ile val Glu
115 12 125

Thr Ala Leu Leu Thr asp Glu Glu Lys val Arg Ala Cys GIn Leu Ala
130 135 140

val Lys Ala Gly ala asp Tyr val Lys Thr Ser Thr Gly phe ser Gl
145 Y 150 I Y 155 Y 155

Gly Gly aAla Thr val Glu Asp val ala Leu Met Arg Lys Thr val Gly
165 170 175

Asp Arg Ala Gly val Lys Ala Ser Gly Gly val Arg Asp Trp Lys Thr

Ala Glu Ala met Ile aAsn Ala Gly Ala Thr arg Ile Gly Thr Ser Ser
195 200 205

Gly val ala Ile val Thr G]g Gly Thr Gly Arg Ala Asp Tyr
210 21 220

=210= 18
40
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<211= 220
<212= PRT
<213> Deinococcus radiodurans

<400=> 18

?et Gly Leu Ala ger Tyr Ile Asp His IEF Leu Leu Lys Ala Igr ala

Thr Leu Ala Asp Il1e Arg Thr Leu Cys Glu G1u Ala Arg Glu His Ser
20 25 30

Phe Tyr Ala val Cys Ile Asn Pro val Phe Ile Pro His Ala arg Ala

Trp Leu Glu Gly Ser Asp val Lys val ala Thr val Cys Gly Phe Pro
- 50 55 60

Leu Gly Ala Ile ser Ser Glu Gln Lys Ala Leu Glu Ala Arg Leu Ser
B5 70 75 80

Ala Glu Thr Gly Ala Asp Glu Ile Asp Met val Ile His Ile Gly Ser
85 a0 85

Ala Leu ala Gly Asp Trp Asp ala val Glu Ala Asp val Ala val

Ar
100 105 11

Arg Arg Ala val Pro Glu GIn val Leu Lys val Ile Ile Glu Thr Cys
115 120 125

Tyr Leu Thr Asp Glu GIn Lys Arg Leu Ala Thr Glu val ala val GIn
130 135 140

Gly Gly Ala Asp Phe val Lys Thr Ser Thr Gly Phe Gly Thr Gly Gly
145 150 155 160

Ala Thr val Asp Asp Val Arg Leu Met Ala Glu val Ile Gly Gly Arg
165 170 17

Ala Gy Leu Lgs Ala ala Gly Gly val arg Thr Pro Ala Asp Ala GIn
180 185 190

Ala Met Ile Glu Ala Gly Ala Thr Arg Leu Gly Thr ser Gly Gly val

195 200 205
Gly Leu val ser Gly Gly Glu Asn Gly Ala Gly Tyr
210 215 220
=210= 19
<211= 223
<212= PRT

<213> Listeria monocytogenes

41



=400= 19

Met
1

Thr

Phe

Gln

Leu

65

Ile

Leu

val

Cys

Lys

145

Gly

Asn

Glu

val

<210= 20
<211= 223
=212= PRT

Gly Ile Ala

LysS
Ala
Leu
50

Gly
Gln
Lys
Asp
Leu
130
Ala
Ala
Ile

LyS

Ala
210

Glu

Ser

35

ala

Ala

Asn

ASp

ala

115

Leu

Gly

The

Gly

Met

195

1le

GIn
20

val
Gly
Asn
Gly
Lys
100
Ala
Thr
Thr
Ala
val
180

Ile

val

<213> Haemophilus influenzae

=400= 20

Lys
5
Ile
Cys
ala
Thr
ala
85
Asp
Lys
Asp
ASD
Glu
165
Lys

Glu

ser

Met

Leu

val

Glu

Pro

70

Lys

ASp

Gly

Glu

Phe

150

Asp

Ala

Ala

Gly

ES 2523404 T3

Ile

Thr

Asn

ser

55

Glu

Glu

Glu

Lys

Glu

135

val

Ile

ser

Gly

Glu
215

Asp

Leu

Pro
40

val
val
val
Leu
ala
120
Lys
Lys
Ala
Gly
Ala

200

Lys

His

Thr

25

Thr

val

Lys

Asp

val

105

Leu

val

Thr

Leu

Gl

18

Thr

Pro

42

Thr
10

Lys

Trp

Cys

Ala

Met

90

Glu

val

Arg

ser

Met

170

val

Arg

Ala

Ala

Glu

val

Thr

Phe

75

val

Arg

Lys

Ala

Thr

155

Arg

Arg

Ile

LYyS

Leu

Ala

Lys

val

60

Glu

Ile

Asp

val

Cys

140

Gly

Lys

Thr

Gly

Pro
220

Lys

Arg

Leu

45

Ila

val

Asn

Ile

Ile

125

Glu

Phe

Thr

Lys

aAla

205

Asp

Pro Asp Thr
15

Glu

30 .

ser

Gly

LyS

Ile

Arg

110

Ile

Ile

Ser

val

Glu

190

sSer

Asn

Tyr Gly
ala Glu
Phe Pfu
Asp ala

80

Gly Ala
a5

Ala val
Glu Thr
Ala val
Thr Gly
© 160

Gly Pro
17
asp val

Ala Gly

Tyr



ES 2523404 T3

Met Thr Ser Asn GIn Leu Ala Gln Tyr Ile Asp His Thr Ala Leu Thr

Ala Glu Lys Asn Glu GIn Asp Ie ggr Thr Leu Cys Asn gau Ala Ile
20

Glu His Gly Phe Tyr Ser val Cys Ile Asn Ser Ala TEr Ile Pro Leu
35 40 4

Ala EES Glu Lys Leu Ala g;y ser Asn val Lys Ile Cys Thr val val
60

Gly Phe Pro Leu Gly Ala Asn Leu Thr Ser val Lys Ala Phe Glu Thr
65 . .- - 70 75 80

GIn Glu Ser 1le Lgs Ala Gly Ala Asn Glu Ile Asp Met val Ile Asn
8 a0 95

val Gly Trp Ile Lys Ser Gln Lys Trp Asp Glu val Lys Gln Asp Ile
100 105 110

Gln Ala val Phe Asn Ala Cys Asn Gly Thr Pro Leu Lys val Ile Leu
115 120 125

Glu Thr Cys Leu Leu Thr Lys Asp Glu Ile val Lys Ala Cys Glu Ile
130 135 140

Cys Lys Glu Ile Gly val Ala Phe val Lys Thr ser Thr Gly Phe Asn
145 150 155 160

Ltys Gly Gly Ala Thr val Glu Asp val Ala Leu Met Lys Asn Thr val
165 170 175

Gly asn Ile Gly val Lys Ala Ser Gly Gly val Arg Asp Thr Glu Thr
180 185 190

Ala Leu Ala met Ile Lys Ala Gly Ala Thr arg Ile Gly ala ser ala

195 200 205
Gly ITe Ala Ile Ile Ser Gly Thr GlIn aAsp Thr Gln Ser Thr Tyr
210 215 220
<210> 21
<211> 248
<212> PRT

<213> Thermotoga maritima

=400= 21

43



ES 2523404 T3

Met Ile Glu Tyr Arg Ile Glu Glu Ala val Ala Lys Tyr Arg Glu Phe

Tyr Glu Phe Lys Pro val Arg Glu Ser Ala Gly ITe Glu Asp val Lys
20 25 30

ser ala gge Glu His Thr Asn :Eu Lys Pro Phe Ala TEr Pro Asp Asp
4

Ile LES Lys Leu Cys Leu g}u Ala arg Glu Asn Arg Phe His Gly val
3 60

Cys val Asn Pro Cys Tyr val Lys Leu Ala Arg Glu Glu Leu Glu Gly

Thr Asp val Lys 521 val Thr val val géy Phe Pro Leu Gly g}a Asn

Glu Thr Arg Thr Lys Ala His Glu Ala Ile Phe Ala val Glu Ser Gly
100 105 110

Ala Asp Glu Ile Asp Met val ITe Asn val Gly Met Leu Lys Ala Lys
115 120 125

Glu Trp Glu Tyr val Tyr Glu Asp Ile Arg Ser val val Glu Ser val
130 135 140

Lys Gly Lys val val Lgs val Ile Ile Glu Thr Cys Tyr Leu Asp Thr
145 150 155 160

Glu Glu Lys Ile Ala ATa Cys val Ile ser Lys Leu Ala Gly Ala His
165 170 175

phe val Lys Thr Ser Thr Gly phe Gly Thr Gly Gly Ala Thr Ala Glu
180 185 190

Asp val His Leu Met Lys Trp Ile val Gly Asp Glu Met Gly val Lys
195 200 205

Ala ser Gly Gly Ile aArg Thr Phe Glu Asp Ala val Lys Met Ile Met
210 215 220

Tzr Gly Ala Asp Arg Ile Gly Thr Ser Ser Gly val Lys Ile val GlIn
225 230 235 240

Gly Gly Glu Glu gzg Tyr Gly Gly

=210 22
<211= 235
<212= PRT

<213> Aeropyrum pemix
44



ES 2523404 T3

=400= 22

Tet Pro Ser Ala grg Asp Ile Leu GlIn %An Gly Leu Asp Arg &gu Gly

Ser Pro Glu Asp Leu Ala Ser Arg Ile Asp Ser Thr Leu Leu Ser Pro
20 25 30

Arg aAla Thr Glu Glu Asp val Arg Asn Leu val Arg Glu Ala Ser Asp
35 - 40 45

Tyr Gly Phe Arg Cys Ala gg1 Leu Thr pro val Eyr Thr val Lys Ile
50 0

ser Gly Leu Ala Glu Lys Leu Gly val Lys Leu Cys Ser val Ile Gly
65 70 75 80

Phe Pro Leu Gly g;n Ala Pro Leu Glu 331 Lys Leu val Glu g}a Gln

Thr val Leu Glu Ala Gly Ala Thr Glu Leu Asp val val Pro His Leu
100 105 110

ser Leu E} Pro Glu Ala val Igr Arg Glu val ser Gly Ile val Lys

Leu Ala Lys Ser Tyr Gly Ala val val Lys val Ile Leu Glu Ala Pro
130 135 140

Leu Trp Asp Asp Lys Thr Leu Ser Leu Leu val Asp Ser Ser Arg Arg
145 150 155 160

Ala Gly Ala Asp Ile val Lys Thr Ser Thr Gly val Tyr Thr Lys Gly
165 170 1;5

Gly asp pPro val Thr val phe Arg Leu Ala Ser Leu Ala Lys Pro Leu
180 185 190

Gly Met Gly val Lys Ala Ser Gly Gly Ile Arg Ser Gly Ile Asp Ala
19 200 20

val Leu Ala val Gly Ala Gly Ala Asp Ile Ile Gly Thr Ser Ser Ala

210 215 220
val Lys val Leu Glu Ser Phe Lys Ser Leu val
225 230 235
<210> 23
<211> 289
<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

45



=400= 23

Met
1

Glu
His
val
Thr
65
Ile
val
Gly
Thr
ASh
145
Leu
Ile
Lys
val
225
Leu
Leu

Arg

val

<210> 24
<211= 222

Ala Ala Asn Lys
5

Ser Glu Glu Arg
20

Tyr

Ile

50

Lys

Pro

Arg

Cys

Ala

130

Met

Glu

Glu

Leu

Gly

210

Leu

ser

Ile

Ile

ser Arg Phe
35 :

Asp
Phe
ser
Glu
Phe
115
Leu
Gly
Gju
Thr
ser
195
TYr
Lys
Gly

Glu

Gly

Leu
Thr
val
Thr
100
Pro
Ala
Lys
Gjn
Gly
Leu
Pro
GlIn
Gly
Thr

260

Ala

Thr
Glu
Ala
85

Leu
Ala
val
Phe
Ile
165
Ala
Phe
Gly
Tyr
Ile
245

Leu

Ser

Tyr
Ile
ASp
ser
ser
70
Ala
Thr
ser
Ser
Leu
150
Ala
Leu
Cys
Ala
TYr
230
Arg

Leu

Ser

ES 2523404 T3

Glu Met Ala Phe Ala GIn Phe Asp Pro Ala

10

15

Leu Leu Lys Thr Asp GIn Ile Ile Arg Asp
25 30

Thr Pro Glu Thr Lys Lys
40

Leu Asn
55

val Asn

Ile Cys

ala Glu

Gln ser

120

ASp Gly
13

ser Gly

Ala ala

Lys Thr

Gly Ala

200
ser Leu
215
Gly Leu
Thr Thr

Gly Lys

Leu val
280

Ala

ASp

val

Asn

105

Phe

Ala

Asp

Lys

Fro

185

His

Glu

Phe

Glu

Glu

265

ASp

Thr

Phe

Tyr

90

val

Ile

Asp

TYr

Gly

170

Glu

Phe

Ala

Gly

Asp

250

Trp

Ala

46

AsSp Ser
60

Glu
75

Pro
Lys
Glu
Glu
Glu
Ala

ASn

val

Leu

Leu

Asp

AsSn

val

val

Ile

140

Ala

Thr

Ile

Lys

TYr

val

val

Thr

Arg

Phe Leu His Gly
45

Glu

Thr

Phe

Ala

Lys

Asp

Ala

val

Arg

Thr

205

Thr

Arg

Lys

Pro

Gln
285

Glu

AsSp

val

S5er

110

Leu

Ile

Ala

Lys

Met
Gly
Tyr
ala

270

ASp

ser

Pro

5er

95

val

Ala

val

Thr

val

175

Ala

Thr

Cys

Ile

Tyr

255

Tvr

Ile

Ile

Thr

80

Thr

ser

Glu

Leu

Glu

160

Ile

Thr

Gly

LYS

Lys

240

Cys

Phe

Met



<212= PRT

<213> Enterococcus faecalis

<400> 24

Met

1

Thr

Phe

Gln

Leu

65

Ile

Leu

val

Ala

Glu

145

Gly

ASp

Leu

val

<210= 25
<211= 337
<212= PRT

Glu
Glu
Phe
Leu
50

Gly
Lys
Lys
Asp
Ley
130
Ala
Ala
Met

Ala

Ala
210

Leu

Ala

Ala

Ala

Asn

ser

Ala

115

Leu

Gly

Lys

Gly

Met

195

Ile

Asn

Ala

20

val

Asp

AsSn

Gly

G1In

100

Ala

Thr

Ala

val

val

180

Ile

val

<213> manne actinobacterum

<400= 25

Arg
5
val
Cys
Thr
Thr
Ala
85
Gln
LyS
Asp
ASp
Ala
165
LyS

Glu

Ser

Met

Gin

Ile

Asp

Fro

70

Asn

Tyr

Gly

Glu

Phe

150

Asp

ala

ala

Gly

ES 2523404 T3

Ile

Lys

Asn

wval

55

Glu

Glu

Asp

Lys

Glu

135

val

Ile

ser

Gly

Ala
215

AsSp

Ile

Pro

Ala

val

val

Tyr

Ala

120

Lys

Lys

Arg

Gly

Ala

200

Thr

His

Ile

Ccys

val

LysS

ASp

val

105

Leu

val

Thr

Leu

Gly

Thr

Gly

47

Thr

10

Asp

Trp

Cys

Ala

Met

90

Arg

val

Lys

ser

Met

170

val

Arg

Glu

Ile
Glu
val

Thr

_G'i n

Lys

Ala Cy

Thr
155

Arg

Ile

Gly

Leu

Ala

Ala

wval

60

Glu

Ile

Asp

val

140

Gly

Glu

ASn

Gly

Thr
220

Lys

Lys

Phe

45

ile

Ala

ASN

Ile

Ile

125

Glu

Phe

Thr

Ala

Ala

205

LyS

Pro

clu

30

ala

Gly

Ala

Ile

GIn

110

Ile

Leu

Ser

val

Glu

190

ser

Trp

Glu

15

s5er

Phe

ASp

Gly

95

Gly

Glu

Aala

Gly

Glu

Thr

[+



Met

Asn

Glu

Gly

ASp

65

Thr

Ala

Asp

Gly

Ser

145

val

Phe

Lys

Ile

ser

225

Gly

Thr

Leu

Gly

Lau

50

Thr

Fro

Ser

Met

Ser

130

Gly

Ala

Leu

Glu

Leu

210

Trp

Lys

Ile

Ite

Leu

35

Ser

Ile

Gly

Asp

val

115

ASp

Arg

His

ser

Ala

195

Glu

Leuy

val

Glu

Gly

20

sar

Thr

Ile

Lys

val

100

Fro

Asn

ser

Gly

Gly

180

Cys

Thr

ala

ser

Ser
5

ser
Gly
Arg
Lys
val

85

Ser
Tyr
Gly
ser
Ala
165
Lys
Arg
Gly

Ile

Pro
245

Ala

Asp

val

Ser

Leu

70

Arg

Ala

Ala

Ile

Leu

150

Asp

Tvyr

Arg

Glu

Leu

230

ala

ES 2523404 T3

Ile

Leu

Asp

Ile

35

Ile

Ser

Fro

Ala

Asn

135

Pro

Glu

Gly

Glu

Leu

215

Ala

ala

Ala

Thr

Ala

40

Lys

AsSp

Leu

GIn

Glu

120

val

Ile

Ile

val

Asn

200

Asn

Gly

Thr

Leu

Glu

25

val

Thr

Leu

Ala

val

105

Ala

Ala

Lys

AsSp

val

185

Gly

Thr

Gly

Leu

48

Ala

10

Lys

Gly

Thr

Thr

Ala

90

Ala

Leu

Ala

Ile

Met

170

Phe

Thr

Tyr

Asp

Pro

250

Pro

ser

Leu

Ser

Thr

Lys

Ala

Gly

val

Ala

155

val

ASp

TYIr

ASp

Phe

235

val

Ala

Leu

Glu

Lys

&0

Leu

Ala

val

ser

Ala

140

ASp

Ile

Gin

ala

Asn

220

val

Thr

Glu

Lys

GIn

45

Ala

Glu

Met

ser

125

Thr

Thr

AsSp

Ile

His

205

val

Lys

Leu

Arg

Leu

30

Arg

Trp

Gly

Leu

val

110

Trp

ala

Lys

Arg

val

190

Leu

Arg

Thr

Leu

Ala

15

His

Ala

Ala

Ala

Pro

95

sar

Phe

Glu

Lys

Arg

s5er

Met
255

val

Leu

Ala

Leu

Asp

80

Asp

Gly

AsSn

Pro

Ala

160

aAla

val

val

ala

Thr

240

Leu



Glu

Lys

val

Phe
305

Gln

Asp

=210= 26
<211=> 324
<212> PRT

val val Arg Asp
26

Pro Ala Gly
275

Thr val Aia

290

Arg Phe Gly

Lys Leu Ser

<213> Mocardicides species

=400= 26

MeT

1

Arg

Asp

Ile

val

65

ala

Pro

Lys

Ala

sar

ser

Gin

LyS

50

Asp

Leu

Ala

Gln

Phe
130

ser

Glu

val

35

Thr

Leu

ser

Thr

ala

115

Pro

Thr

Ala

20

Gly

ser

Thr

Ala

Ala

100

Leu

Ser

Gly

Glu

Ala

Thr
325

Pro

ser

Ala

aAla

Thr

Lys

BS

Ala

Gly

Gly

Trp

Ile

Thr

Ser

310

Gly

Thr

Leu

Glu

Lys

Leu

70

Ala

val

Thr

Arg

ES 2523404 T3

His

Arg

val

295

ser

His

Ile

Arg

Ala

Glu

55

Glu

Met

cys

ser

Ala
135

val
ser
280
Gly

Leu

Tyr

Lau

Arg

Arg

40

Phe

Gly

Arg

val

Gly

120

Ala

Leu

265

Ser

Glu

Leu

Ser

AsSp

Phe

25

Ala

ala

Glin

Pro

Tyr

105

val

Leu

49

Thr

Lys

Glu

ASN

Gly
330

Pro

10

Leu

Ala

Leu

ASp

ASp

Pro

His

Asp

Gly

Asp

Trp

315

Pro

ala

His

Gly

ASp

Thr

75

Pro

Asp

val:

Ile

Glu

Ala

Leu

300

val

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu

60

Pro

Ser

Met

Ala

Lys
140

Leu

Tyr

Glu

Leu

Ala

45

aAla

Gly

ASp

val

ala

125

Leu

Ile

270

Lys

Pro

Met

val

Asp

Pro

30

Thr

Ile

Lys

Pro

Gly

110

val

Ala

Gly

Tyr

His

GIn

Thr
335

val

15

Gly

Arg

Arg

val

Thr

85

Ile

Ala

Asp

val

Leu

Leu

Arg
320

Thr

val

Ser

Met

Arg

Ccys

Ala

Thr

val



Ar
14

Arg

val

Leu

Arg

Thr

225

val

val

Lys

Pro

Met

305

Phe

=210= 27
<211= 275
<=212= PRT

Asp

Gly

Ala

Lys

Ar

21

ser

Gly

Tyr

290

Gin

Thr

ala

Ala

val

val

135

Ala

Thr

Leu

val

Leu

275

Trp

Arg

Leu

val Asp

Phe Leuw
165

Arg Glu
180

Ile phe
Ser Trp
Gly Lys
Gln Ala

245
Lys Pro
260
val Met
Phe Arg

Thr Lys

Asp

=213> Geobacillus kaustophilus

<400= 27

Tet Glu Leu Ile Thr Gln Pro

3

Ala
150
Ala
Ala
Glu
Leu
val
230
val
Ala
val

Phe

Met
310

ES 2523404 T3

Gly

Gly

cys

Thr

Ala

215

Gln

Arg

Gly

Asn

Arg Arg Gln EEF Gly Trp Leu

Gly Arg g.;g GIn Thr Phe His

Ala Asp

Arg Tyr

Arg Arg

185

Gly Glu

Met Met

Pro Ala

Asp Phe

Gly Ile

265

Glu val
280

ala ser

Thr Gly

ser Cys

Glu

Gln

170

Glu

Leu

Ala

Ala

Ar

25

Arg

Ala

Arg

=
v -
WD

His

ASn

Gln

Gly

Thr

235

Gly

Thr

Gly

Leu

Tyr
315

ASp

val

Gly

Thr

ala

220

Leu

Ala

Ala

Glu

Lau

300

Ser

Met val

TYr Asp

Glu Gly
190

Tyr Asp
205

His Phe
Pro Val
Thr Gly
LFS AS
27

ASp Trp
285

Asn Asp

Gly Pro

Trp val Phe Ser val
10

val phe val Glu Gly Ala Trp
25 30

Leu Asp Gly Asn Gly Arg Lys
40 45

50

Ile

Glu

175

Ala

Asn

val

Thr

ala

Leu

Leu

ASp

Phe
15

TVr

Gly

AS

16

Ile
His
val
Lys
Leu
240
Met
Ile

ASp

Leu

320

Phe
Asp

Phe



Leu

LysS

65

Lys

Thr

Ile

Thr

Asn

145

Ile

Ile

GIn

Phe

225

Trp

Thr

Thr

<210= 28
<211= 225
<2= PRT

AI"g
50

Pro
Gln
Ala
Gly
Thr
130
Ile
Arg
val
Leu
Ser
210
val
Lys

ser

Lys

Met
Glu
Tyr
Ala
Phe
115
ASnH
Gly

Ala

Glu

Gly
Gly
Thr

Ser

Tr
27

=213> Listeria innocua

=400> 28

Thr

ala

Gly

Arg

100

Pro

Ala

Ala

val

Thr

180

val

Gly

ASp

Ala

Met

Thr

Phe

B5

Glu

Lau

Ile

Leu

val

165

Ala

Lys

Gly

Arg

Glu

245

val

ES 2523404 T3

Asn Ile
55

Glu Gln
70

Ala ser
Leu ser
Gly Ala

Glu Asn
135

L¥s Ser
150

Glu Ala
Leu Leu
Ala Gly
Ala Thr

215

Ala Gly
230

Ala Met

Ala Ile

ala

Gln

val

Gly

Thr

120

Gly

Gly

Ala

Thr

aAla

200

val

val

Ile

val

Lys

Ile

Cys

Thr

105

Thr

Ala

Gin

Ala

ASp

Glu

Lys

Asn

Thr
265

51

Met

val

val

20

ASp

Pro

Arg

Asp

Gly

170

Glu

Tyr

ASp

ala

Ala

250

Gly

Ile

GIn

75

Asn

val

Glu

Glu

Glu

155

Arg

Glu

val

val

ser

235

Gly

Gly

Asp
60

Leu

His

Cys

Thr

Thr

Pro Thr Trp

Arg

Thr

val

140

Leu

ala

Lys

Ly¥S

Ala

220

Gly

ala

Thr

val

125

ASp

val

Leu

val

Thr

205

Leu

Gly

Thr

Gly

Cys
Ala
Met
Glu
val
Ar

19

ser
Met
val
Arg

Ar
27

Leu

Glu

val

95

Thr

Phe

val

Arg

Lys

175

Ala

Thr

Arg

Arg

Ile

255

ala

Lewu

ala

80

Lys

val

Glu

Ile

AsSp

val

Cys

Gly

Lys

ASp

240

Gly

Asp



Met

Thr

Phe

Gln

Leu

65

Ila

Leu

val

Cys

Lys

145

Gly

Asn

Glu

val

Trp
225

<210= 29
<211= 240
<212= PRT

Thr

Lys

Ala

Leu

50

Gly

Glu

Lys

ASp

Leu

130

Ala

Ala

Ile

Lys

Ala
210

Ile

Glu

Ser

35

ser

ala

ASn

Asp

Ala

115

Leu

Gly

Thr

Gly

Met

1595

Ile

Ala

Gin

20

val

Gly

Asn

Gly

Lys

100

Ala

Thr

Ala

val

180

Ile

val

<213 Bacillus halodurans

=400= 29

Lys
5
Ile
Cys
Ala
Thr
Ala
85
Asp
Lys
Asp
Asp
Glu
165
Lys

Glu

Ser

ES 2523404 T3

Met

Leu

val

Glu

Pro

70

Lys

Asp

Gly

Glu

Phe

150

Asp

ala

ala

Ile

Thr

Asn

ser

Glu

Glu

Glu

Lys

Glu

val

Ile

ser

Gly

Glu
215

Asp

Leu

Pro

40

val

val

val

Leu

ala

120

Lys

Lys

ala

Gly

Ala

200

Lys

His

Thr

25

Thr

val

LyS

AsSp

val

105

Leu

val

Thr

Leu

Gly

Thr

Pro

52

Thr

10

LysS

Trp

Cys

Ala

Met

90

Glu

val

Arg

Ser

Met

170

val

Arg

Ala

Ala

Glu

val

Thr

FPhe

75

val

Arg

Lys

ala

Thr

155

Arg

Arg

Ile

Lys

Leu

Ala

LyS

val

60

Glu

Ile

ASp

val

Cys

140

Gly

Lys

Thr

Gly

Pro
220

Lys Pro Asp Thr
15

Aryg
Leu
45

Ile
val
Asn
Ile
Ile
125
Glu
Phe
Thr
LyS
Ala

205

ASp

Glu

30

ser

Gly

Lys

Ile

Ar

11

Ile

Ile

Ser

val

Tyr

Ala

Phe

Asn

Gly

95

Ala

Glu

Ala

Thr

Gl

- 17

Glu
190

Ser

Asn

AsSp

Ala

Thr

Gly

Glu

Pro

Ala

BO

Ala

val

Thr

val

Gly

Pro

val

Gly

LysS



ES 2523404 T3

Met Ser Arg Ser Ile Ala GIn Met Ile Asp His Thr Leu Leu Lys Pro

Asn Thr Thr gau Asp GIn ITe val EES Leu Cys Glu Glu gaa Lys Glu

Tyr Ser Phe Ala Ser val Cys val Asn Pro Thr Trp val Ala Leu Ala

aAla gan Leu Leu Lys Asp ?%a Pro Asp val Lys vgj cys Thr val Ile
6

Gly Phe Pro Leu Gly Ala Thr Thr Pro Glu val Lys Ala Phe Glu Thr
65 70 75 80

Thr Asn ala Ile Glu Asn Gly Ala Thr Glu val Asp Met val Ile asn
85 90 95

Ile Gly Ala Leu Lys Asp Lys GIn Tyr Glu Leu val Gly Arg Asp Ile
100 155 110

GIn Ala val val Lys Ala Ala Glu Gly Lys Ala Leu Thr Lys val Ile
115 120 125

Ile Glu Thr Ser Leu Leu Thr 6Tu Glu Glu Lys Lys Ala Ala Cys Glu
130 135 140

Leu Ala val Lys Aala Gly Ala Asp Phe val Lys Thr Ser Thr Gly Phe
145 15 155 160

Ser Gly Gly Gly Ala Thr Ala Glu Asp Ile Ala Leu Met Arg Lys val
165 170 175

val Gly Pro Asn Leu Gly val Lys Ala Ser Gly Gly val Arg Asp Leu
180 185 190

ser Asp Ala Lys Ala Met Ile Asp Ala Gly Ala Thr Arg Ile Gly Ala
195 200 205

Ser Ala Gly val Ala Ile val asn Gly Glu Arg Ser Glu Gly Ser Thr

210 215 220
Lys Trp Thr Ala ala Gly Ala Ala Thr Thr Cys Ala Cys Thr Gly Gly
225 230 235 240
<210= 30
<211> 222
<2MM2> PRT

=213> Streptococcus suis

<400= 30
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Met Lys
1

Thr Gln
Fhe Ala

Ser Leu
50

Leu Gly
65

I1?ISer
Leu Lys
val Ala
Leu Leu

130
Ala Gly
145
Ala Thr
Met Gly

Ala rhe

Ala Ie
210

Leu

Glu

s5er

35

Lys

ala

Asn

Thr

ala

115

Thr

Ala

val

val

Ile

195

Met

Asn
Gln
20

val
Asp
Asn
Gly
Gly
100
ser
Asp
Asp
Ala
Lys
180

Glu

Asn

5
val
Cys
Ser
Thr
Ala
85

Asn
Gly
Asp
Tyr
ASp
Ala

ala

Gly

TYr

Glu

val

ASp

Pro

70

Asp

Tyr

Asp

Glu

val

150

val

S5er

Gly

Ala
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Ile

Lys

Asn

val

55

Ala

Glu

Asp

Lys

Lys

135

Lys

Ala

Gly

Ala

Gin
215

ASp

Ile

Pro

40

Lys

val

ITe

Leu

Leu

120

val

Thr

Leu

Gly

ser

200

ala

His

Leu

25

Thr

val

Lys

Asp

val

105

val

Lys

ser

Met

Ala

185

Arg

ASp
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Thr
10

Ala
Trp
Cys
Ala
Met
a0

Leu
LyS
Ala
Thr
Arg
170
Arg

Ile

Gly

Ile

Glu

val

Thr

Phe

75

val

Glu

val

Cys

G1

15

Lys

Ser

Gly

Asp

Leu
Ala
Ala
val
60

Glu
Ile
Asp
Ile
Gln
140
Phe
Thr
Tyr

Ala

Thr
220

Lys

Lys

Leu

45

Ile

Thr

AsSn

Ile

Ile

125

Lau

sSer

val

Glu

Ser

205

LyS

Pro

Glu

30

Ala

Gly

Lys

Ile

Lys

Glu

Sar

Thr

Gly

As

19

Ser

Trp

Glu

15

Ala

Phe

AsSp

Gly

a5

Ala

Ala

Gln

Gly

Pro

175

Ala

Gly

Thr
Asp
Glu
Pro
Ala
80
Ala
val
Cys
Glu
Gly
160
Asp

Ile

val



ES 2523404 T3

REIVINDICACIONES
1.- El compuesto 2-[2-(4,6-dihidroxi-tetrahidro-piran-2-il]-isoindol-1,3-diona.

5  2.- Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto es

OH
O

N “OH
o

3.- Un compuesto segun la reivindicacion 2, en el que dicho compuesto es
OH
¥
oy,
N OH

o

4.- Un compuesto segun la reivindicacion 2, en el que dicho compuesto es

H

N “OH
10

5.- Un procedimiento en el que el lactol de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 es oxidado a la lactona
correspondiente.

15  6.- Un compuesto de la formula
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FIG. 3A
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FIG. 7TA
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FIG. 8A
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