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DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de agonistas beta 3 y productos intermedios
Campo de la invencién

La presente memoria se refiere a un proceso para la preparacion de agonistas beta 3 y productos intermedios,
biocatalizadores de cetorreductasa (KRED) y métodos de uso de los biocatalizadores.

Referencia al listado de secuencias, tabla o programa informatico

La copia oficial del listado de secuencias se presenta simultaneamente con la memoria como un archivo de texto con
formato ASCII a través del sistema EFS-Web, con un nombre de archivo MRL-BRE-00026-KRED.txt, una fecha de
creacion del 24 de octubre de 2011 y un tamario de 9.617 bytes. El listado de secuencias presentado mediante el
sistema EFS-Web es parte de la memoria y esta incorporado en su totalidad por referencia en la presente memoria.

Antecedentes de la invencion

Esta solicitud se refiere a un proceso de sintesis eficiente y econdémico para la preparacion de un compuesto de
férmula I-11 que puede ser usado como un compuesto intermedio para la preparacién de agonistas beta 3. Las rutas
de sintesis para la pirrolidina sustituido de formula 1-11 se han descrito en Bioorg and Med. Chem. Lett., 2011, 21,
1865, documentos US 2011/028481 y US 2009.253705. En estos procesos de la técnica anterior las pirrolidinas
sustituidas se preparan por procesos que implican una reaccién de metatesis cruzada de olefinas y la construccién
del anillo de pirrolidina por una reaccion de hidrogenacion.

Sumario de la invencion

Esta solicitud se refiere a un proceso de sintesis multi-etapa para la preparacién de un compuesto de formula 1-11.
En una realizacién, una enzima KRED se utiliza en el proceso multi-etapa.

Descripcion de la invenciéon

En la presente memoria se describe un proceso de preparacion del compuesto I-11 a partir del compuesto -1 a
través de reacciones de etapas multiples:

en la que R’ se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1.s, bencilo y fenilo.

En una realizacion, las reacciones multi-etapa partiendo del compuesto I-1 hasta el compuesto I-11 comprenden las
siguientes etapas:

(a) hacer reaccionar el compuesto |-4:

OH
WOOR1
HN. 1
-4

con un reactivo de proteccidén acetdnido seleccionado del grupo que consiste en 2,2-dimetoxipropano, 2,2-
dietoxilpropano, 2-metoxipropeno y acetona, para producir el compuesto I-5:
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(b) reducir el compuesto I-5 con un agente reductor a una temperatura de 0 °C a 40 °C para producir el

compuesto |-6:
: i)r N—P1
oH

i :
?

(c) oxidar el compuesto I-6 con un agente oxidante en presencia de un disolvente y un catalizador para producir
el compuesto I-7:

(d) hacer reaccionar el compuesto I-7 con el compuesto de fosfato A-4:

= . a

MeD

P
MSO*H/\H/\@
o aQ NH-P?

A4
H

para producir el compuesto 1-8:

9

(f) hacer reaccionar el compuesto 1-9 con un acido para producir el compuesto I-10:

e

HO

Forn

NH,
-0

y

(g9) reducir el compuesto I-10 en presencia de un catalizador para producir el compuesto 1-11;

en la que P! y P? se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz,
DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts; y

R' se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1-s, bencilo y fenilo.

En una realizaciéon, el disolvente en la etapa (c) anterior se selecciona de entre el grupo que consiste en THF,
MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno y una mezcla que comprende dos de los disolventes anteriores. En otra realizacion,
el agente oxidante se selecciona del grupo que consiste en NaOCI, NaClO2, peroxido de hidrogeno, triéxido de
piridina-azufre, PCC y DCC. En otra realizacién, el catalizador es TEMPO o un analogo de TEMPO.
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En una realizacion, la reaccion entre I-7 y A-4 en la etapa (d) se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 20 a 40 °C. En otra realizacién, la reaccion se lleva a cabo en presencia de un disolvente
seleccionado del grupo que consiste en THF, MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno y una mezcla que comprende dos de
los disolventes anteriores.

En una realizacion, el catalizador utilizado en la etapa de reduccion (e) se selecciona del grupo que consiste en Pd,
Ni Raney, Pt, PdClz2 y Pd (OH)2. En otra realizacion, la reduccion se lleva a cabo en presencia de gas hidrégeno.

En una realizacion, el acido en la etapa (f) se selecciona del grupo que consiste en HCI, HBr, TFA, MeSOsH, TfOH,
H2S04, acido para-toluenosulfénico y RSOsH en la que R es alquilo, arilo o arilo sustituido.

En una realizacién, la reduccion de la etapa (g) se lleva a cabo en presencia de HVMIDS. En otra realizacion, el
catalizador utilizado se selecciona del grupo que consiste en Pt sobre alumina, Pd sobre alimina, Pd/C, Pd(OH)2-C,
Ni Raney, Rh/C, Rh/Al, Pt/C, Ru/C y PtOx.

En una realizacion, las reacciones multi-etapa partiendo del compuesto |-1 hasta el compuesto I-11 comprenden,
ademas, la reduccion de compuesto I-3:

0
COR'
NH. s
3

s
en presencia de una enzima KRED para producir el compuesto |-4:

OH

COOR!
HN- P1

14

En una realizacion, la enzima KRED se selecciona del grupo que consiste en un polipéptido de SEQ ID NO. 1 y un
polipéptido de SEQ ID NO. 2.

En otra realizaciéon, ademas de una enzima KRED también esta presente un sistema de reciclado del cofactor.
Sistemas de reciclado del cofactor adecuados incluyen, pero no se limitan a, un polipéptido de SEQ ID NO. 3 y un
polipéptido de SEQ ID NO. 4.

En una realizacion, estan presentes una enzima KRED de SEQ ID NO. 1 y un sistema de reciclado del cofactor de
SEQ ID NO. 3 en la reduccién del compuesto I-3 a I-4.

En ofra realizacién, estan presentes una enzima KRED de SEQ ID NO. 2 y un sistema de reciclado del cofactor de
SEQ ID NO. 4 en la reduccion del compuesto 1-3 a I-4.

En una realizaciéon, ademas de una enzima KRED también esta presente una molécula de cofactor que puede donar
un electron. En una realizacion, el cofactor se selecciona del grupo que consiste en NADH y NADPH.

En una realizacién, las reacciones multi-etapa partiendo del compuesto |-1 hasta el compuesto |I-11 comprenden
ademas hacer reaccionar el compuesto |-1:

HM” ™ GoOR!
I-1

3

con cloruro de benzoilo y un reactivo protector para producir el compuesto [-3:

O
COR'
NH.
3

P‘I
B

en la que P' es un grupo protector seleccionado del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz, DMPM, FMOC,
Moz, y Ts y R" es alquilo C1.6 0 un arilo.
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En una realizacion, R" es metilo, etilo, propilo o butilo. En otra realizacion, R' es metilo, etilo o fenilo. En una
realizacion P! es Boc.

En una realizacién, la conversion del compuesto I-1 en el compuesto I-3 se lleva a cabo a través de compuesto I-2:

0

0
HaN"~COOR' ©/LN’"\002R1 Wozﬁ‘
—_— L1 »
J-1 P NH. o
12 o

»

en la que R' es alquilo C16 0 un arilo y P' se selecciona del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz, DMPM,
FMOC, Moz y Ts.

En una realizacién, la conversion de I-1 a I-3 comprende:

0
N Q
H,N” TCOOR'  + )—@ — N> CogR!
cl H
-1 .
b

(a !

o (]
. - [
N -”"\C02R* « Reactivo de proteccion e gk hl‘ CO,R’
H iy
-2

(b)
0 o}

’ QAT/\COZR’ COR'
p! NH.

P1
() 2 S
en la que R' es alquilo1s 0 un arilo y P! se selecciona del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz, DMPM,
FMOC, Moz y Ts. En una realizacion, R" es metilo o etilo y P! es Boc.

En una realizacion, la etapa (a) o (b) anterior se lleva a cabo en presencia de una base. Las bases adecuadas
incluyen, pero no se limitan a NaOH, KOH, Na2COs, K2COs, NaHCOs, KsPO4, EtsN, i-Pr2Net y piridina. En una
realizacion, la base es NaHCO3, Na2CO3 o EtsN.

En una realizacién, el reactivo protector en la etapa (b) es Boc20.

En una realizacién, la conversiéon de I-1 a |-3 se lleva a cabo en presencia de un catalizador adecuado. En una
realizacion, el catalizador es DMAP.

En una realizacién, la conversion de I-1 a I-3 se lleva a cabo a una temperatura de 0 °C a 60 °C o mas
especificamente, 0 °C a 40 °C, o incluso mas especificamente, 20 °C a 30 °C. En una realizacién, la temperatura es
de 20 °C a 30 °C.

En una realizacion, la conversion anterior de I-1 a I-3 se puede llevar a cabo utilizando procesos de sintesis similares
al descrito en Novel N — C Acyl Migration Reaction of Acyclic Imides: A Facile Method for a-Aminoketones and B-
Aminoalcohols, Hara, et. al., Tetrahedron Letter, Vol. 39, page 5537 (1998).

En una realizacion, la conversién del compuesto I-3 en el compuesto |-4 es a través de una reduccién de resolucion
cinética dinamica (DKR) en presencia de una enzima KRED:

. " OH
R Reduccion 5
Enzimatica O:R
B s o
HN-p HN.
i3 P
4

b

en la que R es alquilo C1.6 0 un arilo y P! es un grupo protector seleccionado del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc,
Bz, Cbz, DMPM, FMOC, Moz y Ts. En una realizacion, R" es metilo o etilo. En una realizacion, P! es Boc.
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En una realizacion, la reduccion enzimatica de 1-3 a |-4 se lleva a cabo en un disolvente. Disolventes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, IPA, DMSO, DMF, DMAc y combinaciones de los mismos. En una realizacion, el
disolvente es DMSO.

En una realizacién, la temperatura adecuada para la reducciéon DKR de I-3 a -4 es de 0 °C - 60 °C, o mas
especificamente, de 10 °C - 40 °C o incluso mas especificamente, de 20 °C - 35 °C. En una realizacién, la
temperatura es de aproximadamente 30 °C.

En una realizacién, se usa una enzima KRED acoplada a un sistema de reciclado del cofactor y un cofactor NADPH
para reducir el compuesto I-3 para obtener el compuesto I-4. Las condiciones de reaccion adecuadas para la
reduccion catalizada por KRED de |-3 a I-4 se proporcionan a continuacion y en los Ejemplos.

Las enzimas KRED pertenecientes a la clase EC 1.1.1.184 son utiles para la sintesis de alcoholes 6pticamente
activos a partir de los correspondientes sustratos cetonicos pro-estereoisoméricos y por la reduccién
estereoespecifica de los correspondientes sustratos aldehido y cetona racémicos.

Las enzimas KRED generalmente convierten un sustrato de cetona o aldehido en el correspondiente producto
alcohol, pero también pueden catalizar la reacciéon inversa, la oxidacién de un sustrato de alcohol en el
correspondiente producto cetona/aldehido. La reduccion de cetonas y aldehidos y la oxidacion de alcoholes por
enzimas tales como KRED requiere generalmente un cofactor, mas comiunmente el dinucle6tido de nicotinamida y
adenina reducido (NADH) o el dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato reducido (NADPH) y el dinucle6tido de
nicotinamida y adenina (NAD) o el dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato (NADP +) para la reaccién de
oxidacion. NADH y NADPH sirven como donantes de electrones, mientras que NAD y NADP sirven como aceptores
de electrones. Las enzimas KRED a menudo pueden utilizar el cofactor fosforilado o no fosforilado.

Las enzimas KRED se pueden utilizar en lugar de los procedimientos quimicos para la conversion de diferentes
compuestos ceto y de aldehido en los productos alcohol quirales. Estas conversiones biocataliticas pueden emplear
células enteras que expresan la cetorreductasa para las reducciones de cetona biocataliticas, o enzimas purificadas,
en particular en los casos donde la presencia de multiples cetorreductasas en células enteras afectaria
negativamente a la pureza enantiomérica y al rendimiento del producto deseado. Para aplicaciones in vitro, se utiliza
generalmente una enzima regeneradora del co-factor (NADH o NADPH) tal como la glucosa deshidrogenasa (GDH)
y la formiato deshidrogenasa junto con la cetorreductasa.

Ejemplos que ilustran el uso de enzimas KRED de origen natural o manipuladas en procesos biocataliticos para
generar compuestos quimicos utiles incluyen la reduccion asimétrica de ésteres de 4-cloroacetoacetato (Zhou, J.
Am. Chem. Soc. 1983 105:5925-5926; Santaniello, J. Chem. Res. (S) 1984:132-133; patentes US-5.559.030; US-
5.700.670 y US-5.891.685), la reduccion de acidos dioxocarboxilicos (por ejemplo, patente US-6.399.339), la
reduccion de (S)-cloro-5-hidroxi-3-oxohexanoato de terc-butilo (por ejemplo, patente US-6.645.746 y el documento
WO 01/40450), la reduccion de compuestos a base de pirrolotriazina (por ejemplo, solicitud U.S. N.° 2006/0286646),
la reduccion de acetofenonas sustituidas (por ejemplo, patente US-6.800.477) y la reduccién de cetotiolanos
(documento WO 2005/054491).

Las enzimas KRED de origen natural se pueden encontrar en una amplia gama de bacterias y levaduras (para
revisiones: Kraus and Waldman, Enzyme catalysis in organic synthesis Vols. 1&2.VCH Weinheim 1995; Faber, K.,
Biotransformations in organic chemistry, 4th Ed. Springer, Berlin Heidelberg New York. 2000; Hummel and Kula Eur.
J. Biochem. 1989 184:1-13). Se han descrito varias secuencias de genes y enzimas KRED entre ellas: Candida
magnoliae (N.° de Acceso GenBank JC7338; Gl: 11360538); Candida parapsilosis (N.° de Acceso GenBank
BAA24528.1; Gl:2815409), Sporobolomyces salmonicolor (N.° de Acceso GenBank AF160799; Gl.:6539734);
Lactobacillus kefir (N.° de Acceso GenBank AAP94029.1; Gl: 33112056); Lactobacillus brevis (N.° de Acceso
GenBank 1NXQ_A; Gl: 30749782); Exiguobacterium acetylicum (N.° de Acceso GenBank BAD32703.1) y
Thermoanaerobium brockii (N.° de Acceso GenBank P14941; GI: 1771790).

La reduccién catalizad por KRED de I-3 a I-4 requiere que un donador de electrones esté presente en la solucién.
Generalmente, se utiliza un cofactor como el donante de electrones en la reacciéon de reduccion KRED. El cofactor
opera en combinaciéon con KRED y/o GDH en el proceso. Cofactores adecuados incluyen, pero no se limitan a,
NADP* (dinucleoétido de nicotinamida y adenina fosfato), NADPH (la forma reducida de NADP*), NAD* (dinucleo6tido
de nicotinamida y adenina) y NADH (la forma reducida de NAD*). Generalmente, se afiade la forma reducida del
cofactor a la mezcla de reaccion. En consecuencia, los métodos de la presente divulgacion se llevan a cabo de
forma que esta presente un donador de electrones seleccionado del cofactor NADPH o NADH. En ciertas
realizaciones, el método puede llevarse a cabo de forma que las condiciones de reaccién comprenden una
concentracion de cofactor NADH o NADPH de aproximadamente 0,03-0,5 g/l, aproximadamente 0,05-0,3 g/l
aproximadamente 0,1-0,2 g/, aproximadamente 0,5 g/l, aproximadamente 0,1 g/l o aproximadamente 0,2 g/l.

En algunas realizaciones del proceso, se utiliza un sistema de reciclado del cofactor para regenerar el cofactor
NADPH/NADH a partir del NADP*/ NAD* producido en la reaccion. Un sistema de reciclado del cofactor se refiere a
un conjunto de reactantes que reducen la forma oxidada del cofactor (por ejemplo, NADP* a NADPH) permitiendo de
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este modo que prosiga la catalisis de KRED. El sistema de reciclado del cofactor puede comprender ademas un
sustrato secundario y el catalizador, por ejemplo, el sustrato glucosa y la enzima GDH, que cataliza la reduccion de
la forma oxidada del cofactor por el reductor. Sistemas de reciclado del cofactor para regenerar NADH o NADPH a
partir de NAD* o NADP*, respectivamente, son conocidos en la técnica y se pueden usar en los métodos descritos
en la presente memoria. Ejemplos de sistemas de reciclado del cofactor adecuados que se pueden emplear
incluyen, pero no se limitan a, glucosa y glucosa deshidrogenasa (GDH), formiato y formiato deshidrogenasa (FDH),
glucosa-6-fosfato y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, un alcohol secundario (por ejemplo, isopropanol) y alcohol
secundario deshidrogenasa, fosfito y fosfito deshidrogenasa, hidrogeno molecular e hidrogenasa y similares. Estos
sistemas se pueden usar en combinacion con cualquiera NADP*/NADPH o NAD*/NADH como cofactor. También se
puede utilizar la regeneracion electroquimica usando hidrogenasa como un sistema de regeneracion del cofactor.
Véase, por ejemplo, las patentes US-5.538.867 y US-6.495.023, ambas dos incorporadas por referencia en la
presente memoria. Los sistemas de regeneracion del cofactor quimicos que comprenden un catalizador de metal y
un agente reductor (por ejemplo, hidrégeno molecular o formiato) son también adecuados. Véase, por ejemplo, la
publicacion PCT WO 2000/053731, que se incorpora en la presente memoria como referencia.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el sistema de reciclado del cofactor puede comprender glucosa
deshidrogenasa (GDH), que es una enzima dependiente de NAD* o NADP* que cataliza la conversion de D-glucosa
(dextrosa) y NAD* o NADP* en acido gluconico y NADH o NADPH, respectivamente. Las enzimas GDH adecuadas
para su uso en la practica de los procesos descritos en la presente memoria incluyen tanto GDH de origen natural,
como GDH de origen no natural. Los genes que codifican la glucosa deshidrogenasa de natural origen han sido
descritos en la literatura, por ejemplo, el gen GDH 61297de Bacillus subtilis, B. cereus ATCC 14579 y B.
megaterium. GDH no naturales generadas utilizando, por ejemplo, mutagénesis, evolucion dirigida y similares se
proporcionan en la publicacion PCT WO 2005/018579 y en las publicaciones de los EE.UU. nimeros 2005/0095619
y 2005/0153417.

En algunas realizaciones, el sistema de reciclado del cofactor puede comprender una formiato deshidrogenasa
(FDH), que es una enzima dependiente de NAD* o NADP* que cataliza la conversiéon de formiato y NAD* o NADP*
en diéxido de carbono y NADH o NADPH, respectivamente. Las FDH adecuadas para su uso como sistemas de
regeneracion del cofactor en la reaccion catalizada por KRED descritas en la presente memoria incluyen las formiato
deshidrogenasas de origen natural y no natural. Formiato deshidrogenasas adecuadas se describen en la
publicacion PCT WO 2005/018579. El formiato se puede proporcionar en forma de una sal, generalmente, una sal
alcalina o de amonio (por ejemplo, HCO2Na, KHCO2NH4 y similares), en forma de acido férmico, acido féormico
generalmente acuoso o mezclas de los mismos. Se puede usar una base o tampon para proporcionar el pH
deseado.

En algunas realizaciones, el sistema de regeneracion del cofactor puede comprender la misma enzima KRED que
cataliza la reduccién de I-3 a I-4. En tal realizacién, la misma KRED que cataliza la reduccién de I-3 a |-4 también
cataliza la oxidacién de un alcohol secundario (por ejemplo, la oxidaciéon de isopropanol en acetona) y, por lo tanto,
al mismo tiempo reduce el NAD* o NADP* en NADH o NADPH. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la
conversion catalizada por KRED de 1-3 en I-4, puede llevarse a cabo en presencia de un alcohol secundario (por
ejemplo, IPA) y sin ningun tipo de coenzima (por ejemplo, GDH) presente en la solucién para el reciclado del
cofactor NADPH o NADH. En tales realizaciones, las condiciones de reaccion adecuadas pueden comprender una
concentracion de IPA que es de aproximadamente 55-75 % (v/v), una carga de cofactor NADPH o NADH de
aproximadamente 0,03-0,5 g/l y en el que no esta presente ninguna enzima de reciclado del cofactor aparte de la
propia KRED.

Sistemas de reciclado del cofactor adecuados para su uso en la conversion catalizada por KRED del compuesto -3
en |4 incluyen la coenzima glucosa deshidrogenasa acoplada con el sustrato glucosa (L-glucosa o D-glucosa).
Cofactores de GDH adecuados incluyen, pero no se limitan a, la GDH de polipéptidos con la SEQ ID NO. 3 y la GDH
de polipéptidos con la SEQ ID NO. 4, las cuales estan disponibles comercialmente en Codexis Inc., Redwood City,
California.

En una realizacién, el compuesto |-5 se prepara por reaccion del compuesto I-4 con un agente de proteccién de

acetdnido:
OH
o
COR NP
N, oor'

] L5 .

en la que R' se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1, bencilo y fenilo y P! se selecciona del grupo que
consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz, DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts. En una realizacion, R' se selecciona del grupo que
consiste en metilo, etilo, propilo, butilo y bencilo. En otra realizacion, P! es Boc.
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Reactivos de proteccién aceténido adecuados incluyen, pero no se limitan a, 2,2-dimetoxipropano, 2,2-
dietoxilpropano, 2-metoxipropeno y acetona. En una realizacion, el reactivo de proteccion de aceténido es 2,2-
dimetoxipropano.

La reaccion de |-4 a I-5 se puede llevar a cabo en presencia de un disolvente. Los disolventes adecuados incluyen,
pero no se limitan a, tolueno, acetona, THF, IPAc, diclorometano, EtOAc, MeCN y mezclas de los mismos. En una
realizacion, el disolvente es una mezcla de tolueno y acetona.

La reaccion de I-4 a I-5 se puede llevar a cabo en presencia de un acido. Los acidos adecuados incluyen, pero no se
limitan a, trihaluros de boro, organoboranos, HCI, H2SO4, TFA, HsPO4 y TiCls. En una realizaciéon, el acido es BFa.
En otra realizacion, el BF3 esta en la forma de eterato de trifluoruro de boro (BFs-O(Et)z2).

La reaccion de 1-4 a I-5 puede llevarse a cabo a una temperatura de 10 °C a 50 °C, o mas especificamente, 20 °C a
40 °C. Se ha encontrado que el aumento de la temperatura de reaccion de 20 °C a 40 °C puede aumentar la
velocidad de reaccién en 2-3 veces mientras que no afecta al perfil del producto.

En una realizacion, el compuesto |-6 se prepara a partir del compuesto 1-5 con un agente reductor:

e ;

Nep reduccidn N—P!
1 ————— s
COBR ~oH

15 5

2

en la que R' se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1-6, bencilo y fenilo y P! se selecciona del grupo que
consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz, DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts. En una realizacion, R' se selecciona del grupo que
consiste en metilo, etilo, propilo, butilo y bencilo. En otra realizacion, P! es Boc.

Los agentes reductores adecuados incluyen, pero no se limitan a LiAlH4, LiBH4, NaBH4-LiBr y DIBAL. En una
realizacion, el agente reductor es LiAlH4. En otra realizacion, el agente reductor es LiBH4. En ofra realizacién mas,
el agente reductor LiBH4 se puede generar in situ, por ejemplo, mediante el uso de una combinacion de NaBH4 y
LiBr.

La cantidad del agente reductor es generalmente de 0,8 a 1,6 equiv., 0 mas especificamente, de 1,0 a 1,4 equiv.
En una realizacion, la reduccion de |-5 a -6 se lleva a cabo a una temperatura de 0 °C a 60 °C, o mas
especificamente, de 0 °C a 35 °C, o incluso mas especificamente, de 20 °C a 30 °C. En una realizacion, la

temperatura es de 20 °C a 30 °C.

En una realizacién, la oxidacion del compuesto I-6 en el Compuesto |-7 se lleva a cabo en presencia de un
catalizador con un agente oxidante:

A

o/\r

N-p!  Agente oxidante @J\,’N_Pi

i) ¥,
NoH o
-6 1T

en la que P' se selecciona del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz, DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts. En una
realizacion, P! es Boc.

Los agentes oxidantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, NaOCIl, NaClOz, peroxido de hidrégeno, la
oxidacion de Swern y variantes tales como triéxido de azufre-piridina, PCC y DCC. En una realizacion, el agente
oxidante es NaOCI.

La cantidad del agente oxidante es generalmente 1,1 equiv. a 1,3 equiv., 0 mas especificamente, 1,2 equiv. a 1,25
equiv. En una realizacion, la cantidad del agente oxidante es 1,25 equiv.

Los catalizadores adecuados para la reaccion de oxidacién anterior incluyen, pero no se limitan a, TEMPO y
analogos de TEMPO. En una realizacion, el catalizador es TEMPO.
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Una ventaja del proceso descrito actualmente es que el compuesto |-7 de la etapa de oxidaciéon se puede utilizar
directamente en la siguiente etapa de Horner Wadsworth Emmons (en lo sucesivo, “HWE") para obtener el
compuesto |-8. Este proceso sin pasos intermedios elimina la necesidad de cambio de disolvente y puede aumentar
el rendimiento y reducir el coste.

En una realizacion, la etapa de oxidacion de -6 a I-7 se puede llevar a cabo en presencia de un disolvente. Los
disolventes adecuados incluyen, pero no se limitan a, THF, MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno y mezclas de los mismos.
En una realizacion, el disolvente es una mezcla de tolueno y MeCN. En otra realizacion, el disolvente es una mezcla
de CH2Cl2 y MeCN.

En una realizacién, la reaccion de HWE entre |-7 y A-4 se lleva a cabo en presencia de un disolvente:

OAV
,)( MO, ©/I\(N—p1
i NH-P

A4 o]
- -8

>

en la que P' y P2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz,
DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts. En una realizacion, P' y P2 son Boc.

Los disolventes adecuados incluyen, pero no se limitan a, THF, MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno y una mezcla que
comprende dos de los disolventes anteriores. En una realizacion, el disolvente es una mezcla de tolueno y MeCN.

La reaccién HWE se lleva a cabo generalmente a una temperatura de -10 a 50 °C, o mas especificamente, de 0 a 40
°C. En una realizacion, la temperatura es de 0 a 25 °C. En otra realizacién, la temperatura es 40 °C.

La reaccion HWE se lleva a cabo generalmente en presencia de una base o una sal. En una realizacién, la base es
una amina terciaria. En otra realizacion, la base es N,N-diisopropiletilamina (DIPEA).

En una realizacién, la sal es haluro de litio, 0 mas especificamente, LiCl o LiBr.

En la reaccion de HWE, puede formarse un compuesto impureza 1-21 (subproducto dimero de aldol) ademas del

compuesto 1-8:
O{‘B“\Lo
©/L::\BGC"N 3 O

Q OH

<

HN-pgp
I-21

Se ha encontrado que ajustando el pH a entre 6,5 y 7,0 después de la reaccién, se puede obtener un compuesto I-8
de mayor pureza con rendimiento mejorado. Ademas, se ha demostrado que la adicién del compuesto mas reactivo
A-4 conduce a la impureza I-21 a dar el producto |-8. En una realizacion, la adicién de 0,2 equiv extra de A-4 puede
reducir el nivel de 1-21 a partir de 8 LCAP a 2 LCAP.

El aumento de la temperatura de reaccion puede acelerar la conversion en el compuesto del producto deseado 1-8 y
reducir el nivel del compuesto subproducto |-21.

Si se cambia la reaccién de un proceso por lotes a un proceso de adicidén controlado, el rendimiento del compuesto |-
8 puede mejorarse y el nivel de compuesto subproducto I-21 se puede reducir. Por ejemplo, mediante la adicion de
compuesto reactivo I-7 a una solucion que contiene el compuesto reactivo A-4, el nivel de I-21 puede disminuir y el
rendimiento del compuesto I-8 mejorar.

En una realizacion, se preparé una solucion que contiene 1,2 equiv de A-4, 3 equiv. de DIPEA y 3 equiv. de LiClen 5
volumenes de MeCN y se calenté a 40 °C. A continuacion se afadié una corriente de tolueno del compuesto I-7 a
esta mezcla durante 3 h, después de un periodo de reposo adicional de 30 min, se completé la conversién en el
producto. El nivel de impureza I-21 era de aproximadamente ~ 1 LCAP. El muestreo de la reaccion a intervalos de 1
h mostré que no habia acumulacién de compuesto |-7 en la mezcla de reaccion. Después del procesamiento, el
producto se aislé con un rendimiento del 90 %.
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También se ha encontrado que el uso de una cantidad ligeramente menor de A-4 reactivo no afecta negativamente
al rendimiento del compuesto I-8. En una realizacién, se utilizé 1,0 en lugar de 1,2 equiv. del compuesto A-4 y
todavia se obtuvo un alto rendimiento.

El compuesto A-4 utilizado en la reaccion de HWE se puede preparar a partir del compuesto A-1:

o
HaN ©

A y

usando etapas de sintesis similares y condiciones que se describen en A General Procedure for the Preparation of
B-Ketophosphonates, Maloney et. al., J. Org. Chem., 74, pagina 7574 a 7.576 (2009).

En una realizacién, la reduccion del compuesto 1-8 para producir el compuesto |-9 se lleva a cabo en presencia de
un catalizador:

NHwpi reduccion

NH —p¥
ol‘ ,( ]

en la que P' y P? se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz,
DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts. En una realizacion, tanto P como P? son Boc.

Los catalizadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, Pd, Ni Raney, Pt, PdCl> y Pd(OH)2. En una realizacion,
el catalizador es Pd/C 5 %.

En otra realizacion, la reduccion de la 1-8 a |-9 se lleva a cabo en presencia de un disolvente. Los disolventes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, THF, MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno, metanol, etanol, 2-propanol y
mezclas de los mismos. En una realizacion, el disolvente es THF.

En ofra realizacion, la reaccion de reduccion se lleva a cabo usando gas hidrogeno a una presion de 2 a 300 psig,
preferiblemente de aproximadamente 40 psig, en presencia de un catalizador.

En una realizacion, el compuesto -9 reacciona con un acido para producir el compuesto I-10 a través de una

reaccion de ciclacion:
olr
P!

HO
N+ N
H 4 P < R
(j)\;/ NH=PY Scido ©)\I__7/QV
1 T '
o Hz
g 10

Los acidos adecuados incluyen, pero no se limitan a, HCI, HBr, TFA, MeSOsH, TfOH, H2SO4, acido para-
toluenosulfénico y otros acidos de sulfona tales como RSOsH en la que R es alquilo C1-, arilo o arilo sustituido. En
una realizacion, el acido es HCI.

En una realizacién, se usa HCI como acido y se obtiene una sal HCI del compuesto I-10. En una realizacion, la sal
HCI se encuentra en forma de sal bis-HCI. En otra realizacion, la sal bis-HCI esta en la forma de un mono-hidrato. En
otra realizacion, el mono-hidrato de la sal bis-HCI del compuesto I-10 es un material cristalino.

La conversion 1-9 a I-10 se puede llevar a cabo a una temperatura de 0 a 40 °C, o mas especificamente, de 15 a 25
°C, o incluso mas especificamente, de 20 a 25 °C. En una realizacion, la temperatura es de 20 a 25 °C.

En una realizacién, el compuesto |-10 se reduce para dar el compuesto |-11 en presencia de un catalizador:

10
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RO

HO  H
N AN
7 m reduccidn y 4 QV
—————
NH; Hz
110 111

Las condiciones de reaccién para la conversion de 1-10 a I-11 pueden ser controladas de manera que se obtiene un
proceso de hidrogenacion cis-selectiva. En una realizacién, la hidrogenaciéon cis-selectiva se lleva a cabo en
presencia de un catalizador. Los catalizadores adecuados incluyen, pero no se limitan a Pt sobre alumina, Pd sobre
alumina, Pd/C, Pd(OH)2-C, Ni Raney, Rh/C, Rh/Al, Pt/C, Ru/C y PtO2. En una realizacion, el catalizador es Pt sobre
alumina.

En ofra realizacion, la hidrogenacion cis-selectiva de 1-10 a I-11 se lleva a cabo en presencia de HMDS, que puede
proteger el grupo hidroxi in situ y por lo tanto mejorar la selectividad diastereo. Otros reactivos protectores
adecuados incluyen, pero no se limitan a, TMSCI, TESCl y TBDMSCI.

En una realizacion, se obtiene el compuesto I-11 en forma de una base libre anhidra cristalina. En otra realizacion,
se obtiene el compuesto I-11 en forma de un hemihidrato de base libre cristalina.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “alquilo” significa grupos hidrocarbonados alifaticos saturados
tanto de cadena ramificada como lineal que tienen el numero especificado de atomos de carbono. Por ejemplo,
alquilo C1s incluye, pero no se limita a, metilo (Me), etilo (Et), n-propilo (Pr), n-butilo (Bu), n-pentilo, n-hexilo y los
isbmeros de los mismos tales como isopropilo (i -Pr), isobutilo (i-Bu), secbutilo (s-Bu), ferc-butilo (t-Bu), isopentilo,
sec-pentilo, terc-pentilo e isohexilo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “arilo” se refiere a un carbociclo aromatico. Por ejemplo, arilo
incluye, pero no se limita a, fenilo y naftaleno.

A lo largo de la solicitud, los siguientes términos tienen los significados indicados a menos que se indique lo
contrario:

Término Significado

Ac Acilo (CH3CO)-)

Aq Acuoso

Bn Bencilo

BOC (Boc) t-butiloxicarbonilo

Boc20 Dicarbonato de di-ferc-butilo

Bz Benzoilo

°C Grados Celsius

Calc. Calculado

Cbz Carbobenciloxi

CDI 1,1'-Carbonildiimidazol

DCC N,N'-diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometano

DKR Resolucion cinética dinamica

DMAc N,N-dimetilacetamida

DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DMF N,N-dimetilformamida

DMPM 3,4-Dimetoxibencilo

DMSO Dimetilsulféxido

EDC 1Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

Eq. o equiv. Equivalente(s)

ES-MS y ESI-MS Espectrometria de masas y Espectrometria de masas
con lonizacién por electronebulizacion

Et Etilo

EtOAc Acetato de etilo

FMOC 9-Fluorenilmetiloxicarbonilo

g Gramo(s)

h Hora(s)

HATU Hexafluorofosfato de O-(7-Azabenzotriazol-1-il)-N,N,
N',N'-tetrametiluronio

HBTU Hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-

tetrametiluronio

11
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HCI Cloruro de hidrogeno

HMDS Hexametildisilazano

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
HOAc Acido acético

HOBT 1-Hidroxi-1H-benzotriazol

HOPO 2-Hidroxipiridin-N-6xido

IPA Alcohol isopropilico

kg Kilogramo(s)

LC/MS o LC-MASS
I

Cromatografia liquida-espectro de masas
Litro(s)

LAH o LiAlH4 Hidruro de litio y aluminio

LCAP Porcentaje del area de la cromatografia liquida

LiBH4 Borohidruro de litio

M Molar

Me Metilo

MeCN Acetonitrilo

MeOH Metanol

min Minuto(s)

mg Miligramo(s)

ml Mililitro(s)

mmol Milimol(s)

Moz o MeOZ p-metoxibencil carbonilo

MTBE Metil terc-butil éter

NADP Dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato, sal
sodica

nM Nanomolar

Ns 4-nitrobenceno sulfonilo

PCC Clorocromiato de piridinio

Pd/C 5 % Paladio sobre carbén activado al 5 por ciento en peso

Ph Fenilo

TA Temperatura ambiente

Sat. Saturado

TBDMSCI Cloruro de terc-butildimetilsililo

TEA o EtsN Trietilamina

TEMPO 1-Oxil-2,2,6,6-Tetrametilpiperidina

TESCI Trietilclorosilano

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

TMSCI Trimetilclorosilano

Ts p-tolueno sulfonilo

Los siguientes esquemas de reaccion ilustran las etapas de sintesis, los reactivos y condiciones empleadas en la
sintesis de los compuestos descritos en la presente memoria. La sintesis del compuesto I-11, que es el objetivo de
esta invencién puede llevarse a cabo por una o mas de rutas similares.

12
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EJEMPLO 1

Preparacion del compuesto i-11 a partir del compuesto de partida i-1

Esquema 1
O
P Q
HN " SCOOCH, h‘l"\co.,cH,, ©)H/CO;CH3
- —
1 Bo
Ny © ) NH‘Boc
-2 -3
OH
CO.Me
NHBoc
-4
~ OMe
><0Me 10rmols BF, EL,O
0% 1 mot% Tﬂmw_‘ D’%l 0.55 equiv LiAIH, Q
NBoc  NaCiO como lejia NBoc 6 1.3eqliBH, NBo:
i -— THF I
o o COOMe
w7 +6 +5
MeO,
1 ag i-Pr;NEL. .
2 oq LB MaO 8/m
NHBoc

a-4

o)( )(
NBoc NBoc
z H,, Pd-C, THF H
. a1

-8 -9
ch:s, IPA
HO H HO
N N
d\/ \/D H,, Pt, HMDS, THF g\\/ N
11 NH -2 NH;
i-10
5
En el Esquema 1, un proceso sin pasos intermedios produjo ceto amida i-3 a partir de material de partida i-1. Una
reduccion DKR enzimatica produjo i-4 a partir de i-3. Después de la proteccion, el éster i-5 fue reducido al alcohol i-6
con LAH o LiBHa4.
10
Una vez obtenido el compuesto i-6, este se convirtié en i-7 por oxidacién con TEMPO. Para la oxidacion con TEMPO
y la posterior etapa de acoplamiento HWE, se utilizd un proceso sin pasos intermedios, de tal manera que la
corriente en bruto del aldehido i-7 después del corte de fase se utilizé directamente para la reacciéon HWE para evitar
el cambio de disolvente. La cetona i-8 insaturada se aislo en 5 etapas. Por ultimo, el compuesto i-8 se convirtié en el
15 compuesto i-11 a través de i-9 e i-10. A continuacion se describen las condiciones experimentales detalladas.
Etapa 1. Preparacion del compuesto i-3 a partir del compuesto i-1
0 i o
Na,CO:
HN"N000CH, o N)_Q DMAP ©/LL'}'/\°°2CH3 +BUCK CO,CH;
i1 °>_© Wo(\H Bac,0 Boc - NH.g
cl 2 B3
20

A una mezcla de Na>COs (110 g, 1,034 mol) en agua (606 ml) y EtOAc (606 ml) a 0-5 °C se afiadi6 éster metilico de
glicina (-1, 119 g, 948 mmol) en porciones durante 30 min. La suspension resultante se dejé reposar durante 15 a

13
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30 min adicionales, se afadié a continuaciéon PhCOCI (100 ml, 0,862 mol) gota a gota durante 1,5 h a 0-5 °C.
Después del reposo adicional 1 h a 0-5 °C, la mezcla de reaccién se calenté a 25 °C para formar una solucion
bifasica homogénea. La fase organica separada se concentré azeotropicamente y el disolvente se cambié a MeCN.
Se obtuvo un volumen final de aproximadamente 600 ml.

A continuacion se afadié6 DMAP (43,1 mmol, 5,26 g) y después una solucién de Boc20 (0,948 mol, 207 g) en MeCN
(200 ml) a TA gota a gota durante 2-3 h. La solucién de reaccion se dejo en reposo a temperatura ambiente durante
~ 6 h. El lote se desgasifico a vacio con N2 tres veces para eliminar el CO2 generado en la etapa de amidacion. Se
afadio THF (540 ml, KF <500) a la solucion de reaccion. A continuacién, se afadié una solucién de t-BuOK (1,12
mol, 128 g, 97 %) en THF (670 ml) a 0-10 °C gota a gota durante 1-2 h. La solucion de reaccion se dejé reposar a 0-
5 °C durante 1 h.

Después, la reaccion se inactivé con acido citrico al 15 % en peso en agua (0,431 mol, 91 g de acido citrico en 515
ml de H20) a <10 °C. La fase organica se lavo con 480 ml de NaCl semisaturado en agua y el disolvente se cambio
a IPA a un volumen final de ~1,25 | con agua ~ 10 % en IPA a <45 °C. El lote se calent6 a 40-50 °C. Se afiadi6 agua
(1250 ml) gota a gota a 40-50 °C durante 2 h dando como resultado una suspension.

La suspension se enfrié a temperatura ambiente (20 °C) y se dej6 reposar durante 1-2 h antes de la filtracion. La
torta humeda de i-3 fue lavada por desplazamiento con IPA 30 % en agua (640 ml x 2). La aspiracion en seco a
temperatura ambiente o en un horno seco a vacio <50 °C con barrido de Nz dio 227 g de sélido cristalino blanco i-3
con un rendimiento del 90 % como se determin6 por el método de HPLC descrito a continuacion.

Método HPLC
Columna: Asentis Express C18, 4,6 x 150 mm, tamafio de particula 2,7 ym;
Temperatura de la columna: 30 °C; Velocidad de flujo: 1,5 ml/min; Deteccion UV: 210 nm;
Fase movil: A: HaPO40,1 % B: acetonitrilo

Programa de la fase movil:

Tiempo, min 0 1 5 7 9
A % 95 95 60 10 10
B % 5 5 40 90 90

Etapa 2. Preparacion del compuesto i-4 a partir del compuesto i-3 mediante reduccién DKR

Dextrosa, NADP,

o
COLHy  enzimas KR ED (jl\rm;w
NH
2 %]

+3

A una soluciéon de K2HPO4 (14,1 g) en 80 ml de agua a TA se afadié dextrosa (9,8 g) seguido de NADP (360 mg),
enzima KRED de SEQ ID NO. 2 (290 mg) y un sistema de reciclado del cofactor de SEQ ID NO. 4 (115 mg). Se
ajusto el pH de la solucién homogénea resultante a un minimo de 7,5 con NaOH 2M antes de su uso.

Se afiadié gota a gota una solucion de i-3 (12,0 g) en DMSO (36 ml) a 30 °C a la solucién de enzima acuosa anterior
a 30 °C durante 4 h con agitacién vigorosa. Se afiadi6 gota a gota NaOH 2M (~21 ml) para mantener la mezcla de
reaccién a un pH de 7,3 a 7,7. Una vez que se hubo afadido 90 % (~19mL) de la solucion de NaOH 2M, la
temperatura de reaccion se elevé a 35 °C hasta que se alcanz6 > 95 % de conversion.

Se afiadieron a TA IPA (91 ml) y MTBE (49 ml). La capa organica se separd. La fase acuosa se extrajo con
IPA/MTBE (140 ml, IPA:MTBE = 20:80). La fase organica combinada se lavé con salmuera (50 ml, 10 % p/ v) de
salmuera y el producto bruto que contiene el compuesto i-4 se utilizé directamente para el siguiente paso.

Usando el siguiente método de HPLC, los tiempos de retencion de i-3 y de i-4 fueron aproximadamente 8,8 y 7,8
minutos, respectivamente

Método HPLC

Columna: Ace 3 C18, 3 x 150 mm, tamario de particula 3 um
Temperatura de la columna: 30 °C; Velocidad de flujo: 0,75 ml/min; Deteccién UV: 215 nm;
Fase movil: A: tampén formiato, pH 4 (1,26 g de HCO2Na y 0,79 ml de HCO2H en 1 | de H20) B: acetonitrilo
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Programa de la fase movil: Tiempo (min) % B
5
10 95

Método SFC quiral

Columna: Chiralpak IC, 250 x 4,6 mm, tamafio de particula 5 ym
Temperatura de la columna: 35 °C; Velocidad de flujo: 2 ml/min; Deteccién UV: 210 nm; Programa de la fase movil:

Tiempo,min | 0 | 2 |13 ]| 15
A% 95 | 95 | 60 | 60
MeOH % 5 | 5 40|40

Etapa 3. Preparacion del compuesto i-5 a partir del compuesto i-4 mediante proteccién con aceténido

OMe
OH OA/
NHBoc OMe NBoc
COMe . 0,1 eq BF3 E,0 Go,Me
i4 -5

A una solucién en tolueno del éster i-4 (10,6 g, en ~ 25 a 30 ml de tolueno, la solucién en bruto de la etapa anterior
DKR) se afiadieron 50 ml de acetona y 20 ml de 2,2-dimetoxipropano. A continuaciéon se afiadidé una solucién de
eterato de BF3 (0,43 ml) en tolueno (2 ml) mediante una bomba de jeringa a TA durante 2 h. La solucién de reaccién
se dejé reposar a TA durante 15 h. La conversion fue de > 97 % por HPLC. Los tiempos de retencion de i-4 e i-5
fueron aproximadamente 4,5 min y 6,5 min, respectivamente.

Se afiadié gota a gota EtsN (0,5 ml). Después de reposar durante 15 min adicionales a temperatura ambiente, se
cambié el disolvente de la solucién a tolueno (~ 30 ml) mientras que la mayoria de la acetona se eliminé a vacio. Se
afiadi6 MTBE (60 ml) y la fase organica se lavé con NaHCOs 5 %/salmuera (40 ml). La fase organica se seco
azeotropicamente y el disolvente se cambi6 a tolueno hasta un volumen final de ~35-40 ml.

Método HPLC

Columna: Asentis Express C18, 4,6 x 150 mm, tamafio de particula 2,7 ym

Temperatura de la columna: 40 °C; Velocidad de flujo: 1,5 ml/min; Deteccion UV: 210 nm;
Fase movil: A: HaPO40,1 % B: acetonitrilo

Programa de la fase movil:

Tiempo,min | 0 | 5 | 7 |10
A% 95|15 5 | 5
B % 5185|9595

Etapa 4. Preparacion del compuesto i-6 mediante reduccién del compuesto i-5

El compuesto i-6 se puede preparar a partir de la reduccion del compuesto i-5 en dos condiciones alternativas.

Opcidén 1: Reducciéon con LAH:
o)( LiAIH, 0)('

o o)
PPk = ok

-5 -8

A una soluciéon del éster i-5 en tolueno (ensayo con 8,28 g, de la etapa de proteccién anterior, en ~ 2,5 -3 vol de
tolueno) se afiadié 40 ml de THF. A continuacioén, la solucién se enfrié a 0 °C. Se afadi6 gota a gota LiAlH4 (solucion
2M en THF, 6,9 ml) durante 1 h mientras que la temperatura interna se mantenia a 0-5 °C. La solucién de reaccién
se dejo reposar durante 0,5-1 h adicional. La conversion fue> 99 % por HPLC. A 0-5 °C, se afiadi6 lentamente 0,52
ml de H20 en 2,0 ml de THF seguido por 0,52 ml de NaOH 15 % seguido por 1,56 ml de H20. La mezcla en
suspension se calent6 a TA y se filtr6 a través de Solka-Floc. La torta humeda se lavé con THF (25 ml) y tolueno (16
ml).

Se obtuvo un rendimiento de ensayo del 91 % usando el siguiente método de HPLC. Los tiempos de retencion de i-5
e i-6 fueron aproximadamente 6,5 min y 5,7 min, respectivamente.
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Método HPLC

Columna: Asentis Express C18, 4,6 x 150 mm, tamafio de particula 2,7 pm;

Temperatura de la columna: 40 °C; Velocidad de flujo: 1,5 ml/min; Deteccion UV: 210 nm;
Fase movil: A: HsPO40,1 % B: acetonitrilo

Programa de la fase movil:

Tiempo, min | 0 5 7 | 10
A % 95|15| 5 | 5
B % 5 185]95| 95

Opcién 2: Reduccion con LiBH4

oS BRI ¥
s T LS

2] 23]

Se afiadié una solucién en bruto del éster i-5 en tolueno (ensayo 11,1 g, de la etapa de proteccion anterior, en ~ 2,5-
3 vol de tolueno) a una mezcla de LiBH4 (0,937g) en THF (60 ml) durante 15-30 min. A continuacion, la solucion de
reaccion se dejo reposar durante 15 horas a 35 °C. La conversion fue >97 % por HPLC.

La soluciéon de reaccion se enfri6 a TA y se inactivo inversamente para dar una solucion de NH4Cl 10 % (40 ml)
mientras la temperatura interna se mantenia por debajo de 5 °C con enfriamiento externo. La solucion inactivada se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 2-3 h o hasta que cesé el desprendimiento de Hz. Se afadio MTBE
(100 ml). La capa acuosa se desech6 y se cambié el disolvente para la capa organica a tolueno hasta un volumen
final de ~ 40 ml, que se utiliz6 directamente en la etapa de oxidacion subsiguiente. El rendimiento del ensayo fue del
92 % y la pérdida acuosa fue del 1,2 %.

Etapa 5. Preparacién del compuesto i-7 por oxidacién con TEMPO del compuesto i-6
fo) O OJ( 4]
o A |
N @)\‘,NJ{O«% NeQCl ©/K:,N-’(D,é
)EJL “oH KEr, 3 mol% Fempo =0
i-6

[

A una solucién del alcohol i-6 en tolueno (ensayo 20 g, ~ 60 ml) se afiadi6 acetonitrilo (120 ml) a TA. A continuacion
se cargaron KBr (1,16 g), NaHCOs (1,8 g) y agua (40 ml) dando como resultado una mezcla bifasica. La mezcla
bifasica se enfrio a 5 °C y se afiadi6 TEMPO (305 mg). A continuacion, se afiadié gota a gota la solucién de NaCIlO
(Clorox; 101 g; 6 % en peso) a 0-5 °C durante 2 h. Después de la adicion, la reaccién se agit6 a 5 °C durante ~ 30
min. Se obtuvo una conversion de > 96 %.

La reaccion se inactivd mediante la adicién gota a gota de sulfito de sodio 10 % (50 ml) a 5 °C. La capa organica se
separ6 y se utilizé directamente para la etapa de acoplamiento HWE posterior sin purificacion adicional. El
rendimiento del ensayo fue de 17,5 g (88 %) por RMN de 'H usando DMAc como patrén interno.

Los tiempos de retencion de i-6 e i-7 utilizando el siguiente método de HPLC fueron de aproximadamente 3,3 min y
3,9 min, respectivamente.

Método HPLC

Columna: Zorbax, Eclipse Plus C18, 4,6 x 50 mm, tamafo de particula 1,8 um;
Temperatura de la columna: 22 °C; Velocidad de flujo: 1,5 ml/min; Deteccion UV: 210 nm;
Fase movil: A: 95/5/0,1, H2O/Metanol/H3sPO4 B: 95/5, MeCN/metanol

Programa de la fase movil:

Tiempo, min | 0 5 6
A % 60| 10 | 10
B % 40 | 90 | 90
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Etapa 6. Preparacion de i-8 mediante la reaccién de acoplamiento de Horner Wadsworth Emmons (HWE)

OJ(‘ o]
33" O
O%JE NH =
@‘ ok o \/ﬁ_)@/ . o

o ok — o

. O~ N

4 a4 >_)— -8 ﬁ’l<o’k
A una solucién del aldehido i-7 en tolueno/acetonitrilo himedo (soluciéon de 162 g; ensayo 17,5 g; 10,81 % en peso)

obtenido anteriormente a -10 °C se afadieron acetonitrilo (140 ml), fosfonato a-4 (24,6 g) y LiBr (14,9 g)
manteniendo la temperatura interna por debajo de 0 °C.

La reaccion se calenté hasta 0 °C y se cargd gota a gota base de Hunig (22,2 g) a 0-5 °C durante 2 h. La mezcla de
reaccion resultante se agité a 0-5 °C durante 2-4 h y se dejé calentar a TA, seguido de reposo a temperatura
ambiente durante 12 h. La HPLC mostré una conversién (producto/(producto + aldehido)) de > 99 %.

La suspension se enfrié a 5 °C y se afiadioé gota a gota una solucién acuosa de acido citrico al 10 % (~ 75 g) para
ajustar el pH a 6,5-7,0, manteniendo la temperatura del lote a 0-5 °C. La fase acuosa se separ6 a 0-5 °C y se
desechd.

La capa organica se lavé con NaHCOs saturado (57 ml) y con H20 (57 ml) sucesivamente. El disolvente de la fase
organica se cambié a IPA hasta un volumen final de ~192 ml. El producto cristalizd gradualmente durante la
destilacion.

Se afiadi6 agua (16,4 ml, 0,6 vol.) y la suspension resultante se calenté a 49 °C para dar una solucién homogénea.
La solucioén resultante se enfrio a 40 °C y se sembr6 (0,27 g). La mezcla resultante se dejé reposar a 40 °C durante
2 h para establecer un lecho de siembra y se carg6 gota a gota H20 (93 ml) a 40 °C durante 3 h, seguido de reposo
a 40 °C durante 1 h. La suspension se dejo enfriar a 5-10 °C durante 2 h, seguido de envejecimiento a 5-10 °C
durante 2 h.

La torta humeda se lavo con H20/IPA 50 % (un lavado de desplazamiento en frio de 164 ml seguido de un lavado
con 110 ml de suspension). Se secd por succidon bajo nitrogeno dio el producto como un sélido blancuzco (24,9 g,
100 % en peso, > 99 LCAP, 80 % de rendimiento aislado a partir del aldehido).

Usando el siguiente método de HPLC, los tiempos de retencién de i-7, a-4 e i-8 fueron aproximadamente 3,0 min,
1,2 min y 3,8 min, respectivamente.

Método HPLC

Columna: Zorbax, Eclipse Plus C18, 4,6 x 50 mm, tamafo de la particula 1,8 ym
Temperatura de la columna: 40 °C; Velocidad de flujo: 1,5 ml/min; Deteccion UV: 210 nm;
Fase movil: A: HaPO4 0,1 % B: MeCN

Programa de fase movil:
Tiempo, min | 0 3 7
A% 60 | 10 | 10
B % 40 | 90 | 90

Etapa 7. Preparacion del compuesto i-9 a partir del compuesto i-8

e
H NHBoc @A‘( ~Hog

: 1. LT
(3 O

io

Se cargaron en un recipiente de hidrogenacion THF (84 g) seguido de la enona i-8 (19,07 g) y paladio sobre carbono
al 10 % (0,95 g). El lote se hidrogen6 durante 90 min a 25 °C hasta que ces6 la absorcion de hidrégeno. El
catalizador se retiré a través de filtracion de un lecho de Solka-Floc. Los residuos filtrados se lavaron con THF (84
g). El disolvente de la fase organica combinada se cambi6 a IPA hasta un volumen final de 142 ml, que se us6
directamente en la siguiente etapa. Se obtuvo un rendimiento de ensayo de 93 % (17,8 g de i-9).
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Usando el siguiente método de HPLC, los tiempos de retencion de i-8 e i-9 fueron de aproximadamente 11,2 min y
11,4 min, respectivamente.

Método HPLC

Columna: HiChrom ACE C18 (250 x 4,6 mm), tamario de particula 3 uym;

Temperatura de la columna: 30 °C; Velocidad de flujo: 1,0 ml/min; Deteccion: 210 nm, 254 nm;
Fase movil A: 1 ml de acido fosférico (85 %) disuelto en 1 | de H20 B: MeCN

Programa de la fase movil:

Tiempo,min | 0 | 5§ | 8 |16 |16 | 20
A% 95 |65| 5 | 5 |95]|95
B % 5 13 |95]95] 5|5

Etapa 8. Preparacion del compuesto i-10 a partir del compuesto i-9
05( 0 oH
@)\/Mo—é' @A’N\
: o Hel \)/@ 2HC|
~ )Lok — NH,
v Q 10

HO
NH

¢
i-9

A una solucion de la anilina N-Boc-cetona i-9 (ensayo 26,1 kg) en IPA (~125 g/l) se afiadié HCI 4 N en IPA (220,8 1) a
TA. La mezcla de reaccion se agitd6 vigorosamente a 20-25 °C durante 24 h. El lote se separé por destilacion a
presiéon reducida, a volumen constante cargando IPA hasta un volumen de lote, para eliminar HCI. El lote se
concentré hasta un volumen final de ~215 1.

La suspension resultante se calenté a 45 °C y se afadio lentamente IPAc (~430 I) al lote durante 2-3 h. A
continuacion se enfrié la suspension a ~ 20 °C durante 1-2 h y se dejo en reposo durante la noche. El lote se filtro, y
la torta se lavd con una mezcla 1:2 de IPA:IPAc (52 I) seguido de IPAc (52 I). La torta humeda se sec6 a 45 °C en
atmasfera de nitrogeno para dar la sal monohidrato bis-HCI de imina ciclica i-10 (16,1 kg). Se obtuvo el rendimiento
aislado del 94 %.

Utilizando el mismo método HPLC que en la Etapa 7 (i-8 a i-9), los tiempos de retencién de i-9 e i-10 (sal bis-HCI)
fueron aproximadamente 11,3 min y 8,3 min, respectivamente.

Etapa 9. Preparacion del compuesto i-11 a partir del compuesto i-10

OH N N H OH n
2HCI N’ _
©/‘\;7/\©\ 920 /SI\ /SI\ ©/'\j__ \.V\©\
NH, —— NH,
H, .
; i-11
i-10 Pt/Alimina

A una mezcla de diclorhidrato monohidrato de imina i-10 (12,0 g, 98,5 % en peso) en THF (86 ml) en atmosfera de
N2 se afadié hexametildisilazano (10,95 g) manteniendo la temperatura del lote por debajo de 25 °C. La suspension
resultante se agit6é vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 h.

Se cargd un autoclave de 300 ml con una suspension de platino sobre alumina al 5 % (0,605 g) en THF (32 ml),
seguido de la suspension de sustrato preparada anteriormente. La mezcla resultante se agitd a TA bajo hidrégeno
(40 psig) hasta que ceso la absorciéon de hidrogeno. La finalizacion de la hidrogenacion se confirmé mediante HPLC
y el recipiente fue inertizado con nitrégeno.

La mezcla de reaccién fue desechada y el recipiente se enjuagd con 96 ml de THF. El lote se filtr6 a través de un
lecho de Solka-Floc y la almohadilla se enjuag6 con el enjuague del recipiente con THF (~96 ml). El filtrado
combinado se agité con acido clorhidrico 0,5 M (129 ml) a temperatura ambiente durante 1 h. La capa acuosa se
separo6. Se afadié IPAc (39 ml) seguido de hidroxido de sodio 5 N (~ 15 ml) para ajustar el pH a 10,0 con agitacion
vigorosa.

La capa organica (~120 ml) se separ0 y se traté con AquaGuard Powder (Meadwestvaco) (2,4 g) a TA durante 2 h.

La solucién se filtro a través de un lecho de Solka-Floc, y la almohadilla se enjuagd con 2-propanol (18 ml). El filtrado
combinado se concentré a 70 ml. La solucién se destilé a volumen constante mediante la alimentacion de un total de
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140 ml de 2-propanol, manteniendo la temperatura del lote a 33-35 °C. La solucién resultante se concentré a ~34 ml
y se calento a 50 °C, seguido de adicion de H20 (6,3 ml). La solucién resultante se enfrié a 41-43 °C y se sembro
con hemihidrato pirrolidina anilina (42 mg). La mezcla resultante se dej6 reposar a 41-43 °C durante 1 h para
establecer un lecho de siembra.

Se carg6 agua (60,9 ml) a 41-43 °C durante 6 h y se dejo que la mezcla resultante se enfriara a 10 °C durante 3 h,
seguido de reposo a 10 °C durante 2 h. Los sélidos se recogieron por filtracién y se lavaron con 2-propanol 25
%/H20 (50 ml). La torta humeda se sec6 por succion a temperatura ambiente en atmosfera de nitrogeno para
producir 7,68 g de pirrolidina anilina i-11 como hemihidrato.

RMN de 'H (de-DMSO) & 7,27 (m, 4 H), 7,17 (m, 1 H), 6,81 (d, J = 8,1, 2 H), 6,45 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,07 (s, a, 1 H),
4,75 (s, 2 H), 4,18 (d, J =7,0 Hz, 1 H), 3,056 (m, 2 H), 2,47 (dd, J = 13,0,6,7 Hz, 1 H), 2,40 (dd, J =13,0, 6,6 Hz, 1 H),
1,53 (m, 1 H), 1,34 (m, 1 HO, 1,22 (m, 2 H).

RMN de *C (de-DMSO) 5 146,5, 144,3, 129,2, 127,8, 127,4, 126,8, 126,7, 114,0, 76,8, 64,4, 60,1, 42,1, 30,2, 27,2.

Usando el siguiente método de HPLC, los tiempos de retencion de i-10 (sal bis-HCI) e i-11 eran aproximadamente
8,3 minutos y 8,5 minutos, respectivamente.

Método HPLC
Columna: Waters Xbridge C18, 150 x 4,6 mm, 3,5 pm;

Temperatura de la columna: 25 °C; Velocidad de flujo: 1 ml/min; Deteccion: 210 nm, 254 nm; Fase movil: A:
Acetonitrilo B: NH4sOH acuoso al 0,1 % ajustado a pH 9,5 con programa de fase movil H:

Tiempo, min | 0 4 8 |10 | 17
A% 99 | 65| 65|30 | 30
B % 1 35(35|70]|70

EJEMPLO 2
Preparacion del compuesto i-8 a partir del compuesto i-1 — Condiciones alternativas

Etapa 1. Preparacion del compuesto i-3 a partir del compuesto i-1

OY\NHz i, E1OAL/H,0 >_© oMap O tBuDK o
VT e T Y o
MeCN

. +

-2
En un recipiente inertizado 1000 I, se carg6 agua (178 kg), seguido de clorhidrato de éster metilico de glicina (sal
HCI de i-1, 35,0 kg) para formar una solucién. Se cargdé EtOAc (178 I; 160,6 kg) y la mezcla se enfrio a 0 °C. Se
anadio trietilamina (56,4 kg; 78 1) durante aproximadamente 30 min manteniendo la temperatura interna <10 °C. La
mezcla se enfri6 a 0 °C y se afiadié cloruro de benzoilo (35,6 kg; 29,4 |) durante > 30 minutos manteniendo la
temperatura interna <10 °C. El analisis por HPLC al final de la adicién de cloruro de benzoilo mostré 100 % de

conversion al compuesto intermedio benzoilado.

A continuacion se cargé acido fosférico 10 % (preparado a partir de 9 kg de acido fosférico al 85 % en peso y 81 kg
de H20) durante 15 minutos y la mezcla se agité. La capa acuosa inferior se retir6 y se volvié a extraer con EtOAc
dos veces (178 |; 160,6 kg seguido de 89 [; 80,3 kg). La pérdida de la capa acuosa era aproximadamente 2,1 %.

Las capas organicas se combinaron y se concentraron hasta 50 ~I, a continuacion se carg6 acetonitrilo (178 I; 140,0
kg) y se concentrd hasta ~ 50 |. A continuacion se carg6 acetonitrilo (178 I; 140,0 kg) y la solucion se enfrio a 0 °C y
se cargd DMAP (3,09 kg). Se requiere el enfriamiento hasta 0 °C para permanecer por debajo del punto de
inflamacion del MeCN antes de la carga del solido a través del acceso.

La mezcla se calenté a 20 °C y se cargd una solucién de anhidrido Boc (60,8 kg; 64,7 I) en MeCN (64,7 |; 60,8 kg +
10 | de aclarado) en la mezcla durante 30 min. La mezcla de reaccion se dej6 reposar durante la noche. El andlisis
por HPLC mostré una conversion del 100 % al Boc-intermedio.

La mezcla se desgasifico a través de 3 x ciclos de vacio/Nz, se enfri6 a 0 °C y se afiadié una soluciéon de tBuOK

(36,9 kg) en THF (142 I; 126,6 kg) durante 1 h manteniendo la temperatura interna <5 °C. La mezcla de reaccion se
dejo reposar durante 1 hora a 5-10 °C. El analisis por HPLC mostré la conversion completa al ceto-éster.
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A continuacion se afiadié a la mezcla acido citrico (ac.) 10 % (preparado a partir de 36,5 kg de acido citrico y 328,6
kg de H20), se agit6 y la capa acuosa inferior se elimino.

Se afiadi6 a los extractos organicos NaCl (ac.) 5 % (preparado a partir de 14,25 kg de NaCl y 270,8 kg de H20), se
agité y la capa acuosa inferior se elimin6. La capa de salmuera inferior se extrajo de nuevo con MTBE (80 kg) y
todos los extractos organicos combinados.

Los extractos organicos combinados, lavados, se concentraron hasta ~ 300 I, a continuacion se afiadié IPA (178 I;
139,7 kg) y se concentrd hasta ~285 | (Ila RMN de 'H no mostré MeCN residual) y a continuacion se afiadio IPA (117
kg). La suspension se calent6 a 50 °C para obtener una solucién y se afadi6 H20 (327,5 kg) durante 1 h
manteniendo la temperatura interna a 40-50 °C, después se enfridé a 20 °C durante 45 min y se dejé reposar durante
la noche. La pérdida de eluato fue <2 % al final del enfriamiento.

La suspension se filtré y se lavo con IPA/H20 (38,3 kg: 146,3 kg) y los sélidos se secaron durante la noche a 50 °C
al vacio para dar el compuesto cetoéster i-3 en forma de un sélido blanco (65,25 kg; 99,4 LCAP; 100 LCWP). El
rendimiento fue de 89 %.

Usando el método de HPLC descrito mas adelante, el tiempo de retencion de i-3 era aproximadamente 4,0 min.
Método HPLC

Columna: Ascentis Express C18, 100 x 4,6 mm, tamafio de particula 2,7 pm;

Temperatura de la columna: 40 °C; Velocidad de flujo: 1,8 ml/min; Deteccion: 210 nm, 220 nm, 254 nm;
Fase movil: A: 1,0 ml de acido fosférico 99,9 % (85 % p/p) en 1 | de H20 B: MeCN

Gradiente:
Tiempo, min | 0 6 8 9 |10
A% 90| 5| 5 (90|90
B % 1019595 |10 | 10

Etapa 2. Preparacion del compuesto i-4 a partir del compuesto i-3 a través de la reduccion DKR
o o” oH o
enzimas KRED
_— [#]
HN‘BO(: HN‘BD:;
3 +4

Se prepard una solucién de tampoén fosfato 0,1 M por disolucién de fosfato sédico dibasico dihidratado (8,54 kg) en
agua (480 kg). El pH se ajust6 a 7,0 usando HCI (aproximadamente 1,5 I).

En un recipiente de 1000 | se carg6 tampon fosfato (400 kg) 0,1 M seguido por DMSO (66 kg). A través del acceso
se cargd D-(+)- glucosa (39,2 kg) y NADP sal disodica (0,90 kg) y la mezcla se agité a 30 °C hasta que todos los
solidos se hubieron disuelto.

El tampén de fosfato 0,1 M (88,5 kg) restante se cargd en un recipiente de 400 I, seguido por la enzima KRED de
SEQ ID NO. 1 (3,0 kg) y un sistema de reciclado del cofactor de SEQ ID NO. 3 (0,30 kg). Esta mezcla se agit6
lentamente a 20 °C hasta que todas los enzimas se habian disuelto. Se debe evitar la agitacion violenta para
prevenir la formacién de espuma en la mezcla. Una vez disuelto, se obtuvo una solucién turbia de color amairillo.

En un recipiente de 160 litros se cargo el sustrato ceto éster i-3 (32,6 kg), seguido de DMSO (66 kg). La mezcla se
agito a 30 °C hasta que todo el solido se habia disuelto.

El pH de la solucion de glucosa/NADP se ajustd desde 7,19 hasta 7,50 con solucién de hidroxido de sodio 2 M (2,4
kg).

A continuacion, la solucion de enzima se transfiri6 al recipiente de 1000 |, seguido de un lavado de la linea de agua
(5 kg). El pH de la solucién combinada se volvi6 a ajustar desde 7,30 hasta 7,50 mediante la adicién de una solucion
de hidréxido sodico 2 M (1,9 kg).

La solucion de DMSO del éster ceto se cargo a continuacion en el recipiente de 1000 | durante aproximadamente 4
h, manteniendo la temperatura en el recipiente de reaccion a 30 °C y manteniendo el pH entre 7,3y 7,7.

El material de partida cristalizé durante la adicién. La mezcla de reaccién se convirti6 completamente en una
suspension. El pH se hizo mas acido a medida que la reacciéon avanzaba. El intervalo de 7,3 a 7,7 se mantuvo
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mediante la adiciéon de NaOH 2M.

A continuacién, la reaccién de dejé en reposo a 30 °C, con el pH mantenido entre 7,3 y 7,7 hasta que se completé la
reaccion. La reaccion se completé en un 90 % después de aproximadamente 5 dias. La absorcion total de NaOH 2M
fue de 55 kg. La absorcion total previsto fue de 60 kg.

El proceso de extraccion se llevd a cabo en dos mitades debido a limitaciones de volumen del deposito. Las
cantidades que se detallan a continuacién son para el tamafo total del lote.

Se carg6 MTBE (900 ) y metanol (400 I) y la mezcla se agité y se dejé sedimentar. Se obtuvo una mezcla de dos
fases, una capa organica transparente superior que contiene el producto y una capa acuosa turbia inferior que
contiene todos los residuos de la enzima. La separacién era buena, pero requirié un tiempo de estabilizaciéon de 30-
60 min.

Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con MTBE (300 I). Las fases organicas se combinaron y se
lavaron con salmuera al 10 % (150 I). Las pérdidas totales de las capas acuosas fueron 1-2 % del rendimiento
teorico.

La capa organica se concentr6 después desde 1.100 | hasta 95 | por destilacién a presion reducida. Se cargd
tolueno (185 kg) y el lote se concentré hasta un volumen final de 100 I. La temperatura del lote se mantiene por
debajo de 40 °C durante la destilacion.

El material procesado total fue 64,2 kg. El rendimiento del ensayo fue de 53,9 kg (86 %). Contenia ~ 14 % de
cetoéster i-3. ee> 99,9 %. KF < 250 ppm. MTBE no detectado por RMN de "H.

Usando el método de HPLC descrito mas adelante, los tiempos de retencién de i-3 e i-4 fueron aproximadamente
4.5 min y 3,8 min, respectivamente.

Método HPLC
Columna: Ascentis Express C18, 100 x 4,6 mm, tamafio de particula 2,7 um; Temperatura de la columna: 40 °C;

Velocidad de flujo: 1,8 ml/min; Deteccion: 210 nm;
Fase movil: A: 1,0 ml de acido fosférico 99,9 % (85 % p/p) en 1 | de H20 B: MeCN

Gradiente:
Tiempo, min 0 6 8
A% 90 5 5
B % 10 95 95
Etapa 3. Preparacion del compuesto i-5 a partir del compuesto i-4 mediante proteccién con aceténido
OMe
QH D’X\/
NHBoc OMe NBoc
éO;Me 0,1eq BFy Et;0 CO,Me
i4 i-5

En un recipiente inertizado de 1000 I, se carg6 el hidroxiéster i-4 en tolueno (53,9 kg de hidroxiéster; solucion total
114,1 kg), seguido de acetona (257 |; 203 kg) y 2,2-dimetoxipropano (97 I; 82 kg) y la mezcla se agitdé durante 5 min.
Se carg6 en la mezcla dietil eterato de trifluoruro de boro (2,20 I; 2,47 kg) durante 30 min y se dejé reposar 15 h
durante la noche a 20 °C (no se observé exotermia). El tiempo de reaccion fue de ~ 4 horas hasta la finalizacion; el
analisis de HPLC realizado después de transcurrida la noche mostré una conversion > 99 %.

A continuacion se cargo trietilamina (2,4 I; 1,76 kg) y la mezcla se concentré hasta un volumen pequefio (~ 100 I). Se
cargé MTBE (308 [; 229 kg), seguido de NaHCO3 5 % (ac.) (129 | preparado a partir de 6,45 kg de NaHCOs y 122,55
kg de H20) y NaCl (ac). 10 % (129 | preparado a partir de 12,9 kg de NaCl y 116,1 kg de H20). La mezcla se agitd
durante 5 min, las capas se dejaron sedimentar y la capa acuosa inferior se elimin6. Los extractos organicos lavados
se concentraron hasta ~75 |, después se cargo tolueno (91 I; 105 kg) y se concentré hasta ~ 75 |. A continuacién se
anadio tolueno (138 I; 119 kg). El tiempo de reaccion fue de ~ 4 horas hasta la finalizacion; el analisis de HPLC
realizado después de transcurrida la noche mostré una conversién > 99 %.

A continuacion se cargo trietilamina (2,4 I; 1,76 kg) y la mezcla se concentr6 hasta un volumen pequefio (~ 100 I). Se

cargé MTBE (308 I; 229 kg), seguido de NaHCOs3 5 % (ac.) (129 | preparado a partir de 6,45 kg de NaHCOs y 122,55
kg de H20) y NaCl (ac). 10 % (129 | preparado a partir de 12,9 kg de NaCl y 116,1 kg de H20). La mezcla se agitd
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durante 5 min, las capas se dejaron sedimentar y la capa acuosa inferior se elimin6. Los extractos organicos lavados
se concentraron hasta ~75 |, después se cargo tolueno (91 I; 105 kg) y se concentré hasta ~ 75 |. A continuacién se
afnadio tolueno (138 [; 119 kg).

La solucién final contenia 176,8 kg y el rendimiento del ensayo del producto aceténido i-5 fue 61,2 kg (100 %). El
compuesto ceto éster i-3 todavia estaba presente en 14,2 LCAP.

Utilizando el mismo método HPLC que en la etapa 1 de este ejemplo, los tiempos de retencién de i-4 e i-5 fueron
aproximadamente 3,2 minutos y 5,2 minutos, respectivamente.

Etapa 4. Preparacion del compuesto i-6 mediante reduccién con borohidruro del compuesto i-5
1y LiBH, THE O'ﬁ'l“
NBoe NG NBac
coMe — CHZOH

5 8

En un recipiente de 1000 L se cargo6 tetrahidrofurano (218 kg) y una solucion de borohidruro de litio 10 % en THF
(50,8 kg). La mezcla se agitd y se ajustoé la temperatura a 20 °C.

Una solucién de éster de aceténido i-5 (que contiene ~ 14 LCAP de ceto éster i-3 pasado a través de la etapa
enzimatica DKR) en tolueno (55,9 kg de sustrato en un total de 176,8 kg de solucion de tolueno) se cargé durante 45
minutos manteniendo la temperatura del lote entre 20 y 25 °C. El lote se calenté a 35 °C y se dejo reposar durante
18 h. Se observé una pequefia reaccién exotérmica durante la carga del sustrato. Se observé una minima liberacion
de gases. La HPLC mostré < 1 % de material de partida restante.

El lote se transfirid a un recipiente de 400 | seguido de un lavado de la linea con THF (10 kg). El recipiente de 1000 |
se carg6 con una solucién de cloruro de amonio (24,5 kg) en agua (245 kg). La soluciéon de cloruro de amonio se
enfri6 a 0-5 °C y después se cargo6 el lote durante 90 min, manteniendo la temperatura entre 0 y 5 °C. Se produjo
liberacién de gas hidrogeno. La velocidad de adiciéon del lote a la soluciéon de enfriamiento rapido de cloruro de
amonio fue controlada con el fin de no presurizar el recipiente.

La mezcla de reaccion inactivada se calentd a 20 °C y se agité durante 2 h (hasta que ceso la liberacion de gases).
La agitacion se detuvo y las capas se dejaron sedimentar. La fase acuosa inferior se elimin6 y la fase organica se
lavo con ~ 10 % de salmuera (5 kg de cloruro de sodio en 50 kg de agua). Se observé cierta emulsion en la
interfase, por lo que la mayoria de los materiales organicos se separaron y la emulsion y la capa acuosa se volvieron
a extraer con tolueno (100 kg). Las fases organicas se combinaron y se concentraron a presién reducida hasta 100 |
(la temperatura del lote se mantuvo por debajo de 40 ° C).

Se cargd heptano (410 kg) y la mezcla se calent6 a 30 °C. El lote se lavé con una mezcla de acetonitrilo (20 kg) en
agua (300 kg) durante 20 min. La capa acuosa se eliminé y el lavado se repitié dos veces mas. El lavado se llev6 a
cabo a 30-35 °C para mantener la solubilidad. EI compuesto diol i-16 que tiene la siguiente estructura se redujo de
14 a 2.

LCAP:

OH MNHBac

OH
16

A continuacién la fase organica se concentrd hasta 100 | a presién reducida. Se cargd acetonitrilo (120 kg) y el lote
se concentro hasta 140 | (142 kg). El rendimiento del ensayo fue 55,6 kg (99 %) y < 2 LCAP de i-16 estaba presente.

Utilizando el mismo método HPLC que en la etapa 2 de este ejemplo, los tiempos de retencion de los
diasteredmeros i-5, i-6 e i-16 fueron aproximadamente de 5,6 min, 4,9 min, 3,0 min y 3,1 min, respectivamente.
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Etapa 5. Preparacion del compuesto aldehido i-7 por oxidacion con TEMPO del compuesto i-6

)\d o—% ’XE'JL gk:’{o—%

NaHCC,, NaOCI
-8 KBr
En un recipiente revestido de vidrio de 1000 | inertizado se carg6é KBr (2,65 kg), NaHCOs (4,11 kg) y agua (152 kg).
A la solucion acuosa se afadié una solucion de tolueno/CHsCN/heptano del alcohol i-6 (142 kg en 39,2 % en peso),
seguido de acetonitrilo (83 kg) y tolueno (153 kg). La soluciéon agitada resultante se enfri6 a 0-2 °C. Usando una
bomba de diafragma, se afiadi6 una solucion de TEMPO (0,695 kg) en tolueno (2,8 I) a la mezcla de reaccion,
lavando la linea y la bomba con tolueno (~1 ).

Utilizando una bomba revestida de teflon de aire comprimido, se carg6 en el recipiente hipoclorito de sodio (120 kg,
99 1, 13,9 % en peso de cloro activo) a través de una linea de adicion por encima de la superficie. A continuacién se
afadio la solucion de hipoclorito de sodio a la mezcla de reaccién durante un periodo de 70 min manteniendo la
temperatura del lote por debajo de 10 °C. La linea de adicion se aclar6 en el lote con agua (1 kg). El lote se dejo
reposar a <5 °C durante 20 min. El hipoclorito de sodio no necesita enfriamiento previo hasta 15 °C, pero no debe
estar a temperaturas por encima de la temperatura ambiente (es decir, 23 °C). La velocidad de adicién se debe
mantener en 60-70 min. Con una velocidad de adicién mayor, se necesitarian mayores cantidades tanto de material
de partida como del subproducto &cido sobreoxidado, mientras que un tiempo de ejecucibn mas corto
probablemente no sera posible debido a la actividad exotérmica. La reaccién exotérmica cesara tan pronto como se
detenga la adicion de lejia. En este caso, se obtuvo material de partida 4,0 LCAP, acido 1,3 LCAP y aldehido 87,4
LCAP. Antes de proceder con el enfriamiento rapido, se afadieron 0,05 eq. mas de NaOCI (4 kg), aunque no se
volvio a repetir el ensayo del lote.

La temperatura del lote se controlo a 5 °C y se afadi6 sulfito de sodio 1 M (total preparado a partir de 5,04 kg de
Na2S0sy 35 kg de agua; la cantidad real afiadida fue sélo de 18 | de esta solucion) y después se afiadié durante un
periodo de 10 min, manteniendo la temperatura del lote por debajo de 10 °C. La temperatura del lote se ajusté a 20
°C y se dejé reposar durante 5 min. El lote se ensayd con papel de yoduro de almidén para garantizar que no habia
presente oxidante.

La mezcla bifasica se mezclé durante 10 min y después se dej6 sedimentar. La capa acuosa inferior se retir6 y se
deseché. El corte organico superior se lavo con agua (68 kg). El corte acuoso inferior se eliminé de nuevo y se
desechd. La capa organica se ensayd de nuevo para detectar la presencia de oxidante con papel de yoduro de
almidén. (Buen punto de mantenimiento de la solucién a 5 °C).

Ambos cortes eran muy buenos y sedimentaron con bastante rapidez. El corte organico final indicé 1,3 LCAP de
material de partida y 91,1 LCAP de aldehido. En ambas capas acuosas, se eliminaron el KBr residual y el
subproducto acido.

A continuacion, se destild la solucion organica, bajo vacio, hasta un volumen final de ~135 | manteniendo la
temperatura <40 °C (~ 3 volumenes basado en el rendimiento de aldehido). El indice KF debe ser <2 % de agua
durante la etapa HWE posterior. En este caso el indice KF era 80 pg/ml.

Esto proporcioné una solucion de 36,8 % en peso de aldehido (131,7 kg en total; 36,8 % en peso, 48,5 kg en el
ensayo para i-7; rendimiento del 87 % (ensayo de RMN de 'H con anisol como patrén interno), que se almacend en
un tambor de acero revestido de plastico bajo nitrogeno a 5 °C, en espera de su procesamiento posterior. Usando el
método de HPLC descrito mas adelante, los tiempos de retencién de i-6 e i-7 fueron aproximadamente 4,9 miny 5,5
min, respectivamente.

Método HPLC

Columna: Ascentis Express C18, 100 x 4,6 mm, tamafio de particula 2,7 pm;
Temperatura de la columna: 40 °C; Velocidad de flujo: 1,5 ml/min; Deteccién: 210 nm, 254 nm;
Fase movil: A: 1,0 ml de acido fosforico 99,9 % (85 % p/p) en 1 |1 de H20 B: MeCN

Gradiente de la fase movil:
Tiempo, min | 0 5175|751

A % 90 | 10| 10 | 90

B % 10 | 90 | 90 10
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Etapa 6. Preparacion de i-8 mediante acoplamiento HWE del aldehido i-7 con el compuesto a-4

Q \L OJ:'E J\_
; NJ(O Q j_@/ o
SR

Liet
— 0
24 = aa >—N)_ " u‘l(o,k

Se cargé en un recipiente de 1000 | el fosfonato a-4 (67,4 kg, 1,2 equiv.) y cloruro de litio (19,98 kg, 3 equiv.),
seguido de acetonitrilo (188,64 kg). La mezcla se enfri6 a ~ 5 °C y se afadié N,N-diisopropiletilamina (60,95 kg, 3
equiv.) manteniendo una temperatura interna por debajo de 20 °C. Una vez se complet6 la adicion, el lote se calent6
a 40 °C y se afadio la solucion de aldehido i-7 en tolueno de la etapa anterior durante 3 h y después se dejé reposar
durante otros 30 min.

La adicion de la solucion de aldehido al iluro preparado tuvo como resultado un nivel muy bajo (~ 1 LCAP) del
subproducto dimero de aldol i-21 al final de la reaccién:

’\;*Bocwl_o
[ i, Boe~N_ =
O OH O
HN-goc
1-21

El lote se enfrid a 0 °C y se afiadié6 MTBE (177,6 kg) seguido de acido citrico (10 % ac.) para ajustar el pH a entre
6,5 y 7 (6,87 alcanzado en la planta). Si se sobrepasaba el pH, se afadia a continuacion NaOH 2N
convenientemente para ajustar el pH de nuevo en el limite.

La capa inferior acuosa se elimin6 y los extractos organicos se lavaron con solucion de bicarbonato de sodio 10 %
(240 1), después con agua (2 x 120 I). Durante el primer lavado acuoso habia algo de sélido en la capa acuosa
identificado como sales de acido citrico precipitado debido a la stper saturacién. Esto se eliminé convenientemente
con la capa acuosa.

El rendimiento del ensayo de la solucion final fue de 75,67 kg, 90,1 % en la corriente organica (Nota: esto era una
estimacion basada en el volumen aproximado en el recipiente). Las pérdidas de los cortes acuosos eran <0,1 %.

La solucion se destilé a un volumen minimo (-100 I) y se afiadi6é alcohol iso-propilico (604,5 kg). A continuacion, la
solucion se destilé hasta un volumen final de 616 | (~ 7 volumenes + producto) y el lote se calentd hasta 49 °C. Se
afiadié agua (46,2 kg, 0,6 volimenes) y el lote se enfrié a 40 °C durante 30 min. El lote se sembro y se dejoé reposar
durante 1 hora a 40 °C para establecer un lecho de siembra. A continuacién se afadi6 agua (492,8 kg) al lote
durante 1 h, manteniendo la temperatura del lote a 40 °C. El lote se dejoé reposar durante 2 horas a 40 °C y después
se enfrid a 10 °C durante 2 h y se dejé reposar a esta temperatura durante la noche. Después del periodo de reposo,
un ensayo de los eluatos mostré que habia una concentraciéon de eluato de 2,9 mg/ml. El lote se filtr6 y la torta se
lavo con 1:1 de IPA:agua (380 I) que se habia enfriado a 10 °C. El sélido se sec6 a vacio a 40 °C. A continuacion el
co-triturado dio 75,93 kg del producto deseado, 100 LCAP, 99 % en peso, rendimiento del 89 %. Las pérdidas de los
eluatos y los lavados fueron del 3 %.

Habiendo aplicado con éxito este protocolo, se intenté la reaccion usando sélo 1,01 equiv de fosfonatos a-4, lo que
dio como resultado un rendimiento del ensayo del 99 % al final de la reaccion.

Utilizando el mismo método de HPLC que en la etapa 2 de este Ejemplo, los tiempos de retencion de a-4 e i-8 fueron
de aproximadamente 3,8 min y 6,2 min, respectivamente.

Usando procedimientos similares a los de las etapas 7-9 del Ejemplo 1, se puede preparar el compuesto i-11 a partir
del compuesto i-8.

Aunque la invencion se ha descrito e ilustrado con referencia a ciertas realizaciones particulares de la misma, los

expertos en la técnica apreciaran que se pueden hacer varios cambios, modificaciones y sustituciones. Se pretende,
por lo tanto, que la invencion esté definida por el alcance de las reivindicaciones que siguen y que tales
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reivindicaciones se interpreten tan ampliamente como sea razonable.
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<223> Variante modificada por ingenieria genética de cetorreductasa de Exiguobacterium spp.
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65 70 75 g0

Thr Leu Ile Asn Asgn Ala Gly Phe Gly Asp Phe Asgp Leu Val Gln Asp
85 90 95

Ile Glu Leu Gly Lys Ile Glu Lys Met Leu Arg Leu Asn Ile Glu Ala
100 105 110

Leu Thr Ile Leu Ser Ser Leu Phe Ala Arg Asp His His Asp Ile Glu
115 120 125

Gly Thr Thr Leu Val Asn Ile Ser Ser Leu Gly Gly Tyr Arg Ile Val
130 135 140

Pro Asn Ala Val Thr Tyr Cys Ala Thr Lys Phe Tyr Val Ser Ala Tyr
145 150 155 160

Thr Glu Gly Leu Ala Gln Glu Leu Gln Lys Gly Gly Ala Lys Leu Arg
165 170 175

Ala Lys Val Leu Ala Pro Ala Ala Thr Glu Thr Glu Phe Val Asp Arg
180 185 190

Ala Arg Gly Glu Ala Gly Phe Asp Tyr Ser Lys Asn Val His Lys Tyr
185 200 205

His Thr Ala Ala Glu Met Ala Gly Phe Leu His Gln Leu Ile Glu Ser
210 215 220

Azp Ala Ile Val Gly Ile Val Asp Gly Glu Thr Tyr Glu Phe Glu Leu
225 230 235 240

Arg Gly Pro Leu Phe Asn Tyr Ala Gly
245

<210> 3

<211> 261

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante modificada por ingenieria genética de glucosa deshidrogenasa de Bacillus subtilis.

<400> 3

Met Tyr Pro Asp Leu Lys Gly Lys Val Val Ala Ile Thr Gly Ala Ala
1 5 10 15

Ser Gly Leu Gly Lys Ala Met Ala Ile Arg Phe Gly Lys Glu Gln Ala
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Ile

Thr

240

Phe
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<210> 4
<211> 261
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante modificada por ingenieria genética de glucosa deshidrogenasa de Bacillus subtilis.

<400> 4

Met

1

Ser

Lys

Lys

Asp

65

Lys

Asn

Ile

Lys

Ser

145

Ser

Ala

Thr

Tyr

Gly

Val

Glu

50

Val

Glu

Pro

Gly

Tyr

130

Val

Lys

Pro

Thr

Pro

Leu

Val

35

Glu

Thr

Phe

Val

Thr

115

Phe

His

Gly

Lys

Ile
195

Asp

Gly

20

Ile

Val

Lys

Gly

Pro

100

Asn

Val

Glu

Gly

Gly

180

Asn

Len

Lys

Asn

Ile

Glu

Thr

85

Ser

Leu

Glu

Val

Met

165

Ile

Ala

ES 2584427713

Lys

Ala

Tyr

Lys

Glu

70

Len

His

Thr

Asn

Ile

150

Lys

Glu

Gly

Met

Tyr

Ala

55

Asp

Asp

Glu

Gly

Asp

135

Pro

Leu

Val

Lys

Lys

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ile

Met

Ala

120

Ile

Trp

Met

Asn

Phe
200

30

Val

Ile

25

Asn

Gly

Lys

Met

Pro

105

Phe

Lys

Pro

Thr

Asn

185

Ala

Val

10

Arg

Lys

Glu

Asn

Ile

90

Len

Leu

Gly

Len

Lys

170

Ile

Asp

Ala

Phe

Gln

Ala

Ile

75

Asn

Lys

Gly

Asn

Phe

155

Thr

Gly

Pro

Ile

Gly

Asp

Val

60

Val

Asn

Asp

Ser

Val

140

Val

Leu

Pro

Lys

Thr

Lys

Pro

45

Val

Gln

Ala

Trp

Arg

125

Ile

His

Ala

Gly

Gln
205

Gly

Glu

30

Asn

Val

Thr

Gly

Asp

110

Glu

Asn

Tyr

Leu

Ala

190

Lys

Ala

15

Gln

Glu

Gln

Ala

Len

95

Lys

Ala

Met

Ala

Glu

175

Ile

Ala

Ala

Ala

Val

Gly

Ile

80

Glu

Val

Ile

Ser

Ala

160

Tyr

Asn

Asp
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Val Glu Ser Met Ile Pr¢ Met Gly Tyr Ile Gly Glu Pro Glu Glu Ile
210 215 220

Ala Ala Val Ala Ala Trp Leu Ala Ser Lys Glu Ala Ser Tyr Val Thr
225 230 235 240

Gly Ile Thr Leu Phe Ala Asp Gly Gly Met Thr Leu Tyr Pro Ser Phe
245 250 255

Gln Ala Gly Arg Gly
260
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de preparacion del compuesto 1-11:

HQ H
N
= - N
L L
1l N
NH,
I-11
que comprende:
(a) hacer reaccionar el compuesto |-4:
OH

con un reactivo de proteccién acetdnido seleccionado del grupo que consiste en 2,2-dimetoxipropano, 2,2-
dietoxilpropano, 2-metoxipropeno y acetona, para producir el compuesto I-5:

0
N—P'
COOR!'

(b) reducir el compuesto I-5 con un agente reductor a una temperatura de 0 °C a 40 °C para producir el

compuesto |-6:
: i)r N—P1
oH

-8

?
(c) oxidar el compuesto I-6 con un agente oxidante en presencia de un disolvente y un catalizador para producir
el compuesto I-7:

(d) hacer reaccionar el compuesto I-7 con el compuesto de fosfato A-4:

= . a

MeD

P
MSO*H/\H/\@
o aQ NH-P?

A4
L

para producir el compuesto 1-8:

»
(e) reducir el compuesto I-8 en presencia de un catalizador para producir el compuesto |-9:
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(f) hacer reaccionar el compuesto -9 con un acido para producir el compuesto I-10:

e

HO

Foa

NH;
110 :
y

(g9) reducir el compuesto I-10 en presencia de un catalizador para producir el compuesto 1-11;

en donde P!y P? se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz,
DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts; y

R’ se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1-s, bencilo y fenilo.

2. El proceso de la reivindicacién 1, en el que en la etapa (c):

el disolvente se selecciona del grupo que consiste en THF, MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno y una mezcla que
comprende dos de los disolventes anteriores;

el agente oxidante se selecciona del grupo que consiste en NaOCI, NaClO2, peréxido de hidrogeno, triéxido de
piridina-azufre, PCC y DCC; y

el catalizador es TEMPO.

3. El proceso de la reivindicacion 1, en el que la reaccién entre |-7 y A-4 en la etapa (d) se lleva a cabo a una
temperatura de aproximadamente 20 a 40 °C y en presencia de un disolvente seleccionado del grupo que consiste
en THF, MTBE, CH2Cl2, MeCN, tolueno y una mezcla que comprende dos de los disolventes anteriores.

4. El proceso de la reivindicacién 1, en el que el catalizador utilizado en la etapa (e) se selecciona del grupo que
consiste en Pd, Ni Raney, Pt, PdCl2 y Pd(OH)2 y la reduccion se lleva a cabo en presencia de gas hidréogeno.

5. El proceso de la reivindicacion 1, en el que el acido de la etapa (f) se selecciona del grupo que consiste en HCI,
HBr, TFA, MeSOsH, TfOH, H2SOs, acido para-toluenosulfonico y RSOsH en donde R es alquilo, arilo o arilo
sustituido.

6. El proceso de la reivindicacion 1, en el que la reduccion de la etapa (g) se lleva a cabo en presencia de HMDS y el
catalizador utilizado se selecciona del grupo que consiste en Pt sobre alumina, Pd sobre alimina, Pd/C, Pd(OH)2-C,
Ni Raney, Rh/C, Rh/Al, Pt/C, Ru/C y PtOx.

7. El proceso de la reivindicacién 1, que comprende ademas la reducciéon del compuesto 1-3:
o]
©)K(<302R1
NH. s
1-3 N

en presencia de una enzima KRED para producir el compuesto 1-4:

OH

WOOR'
HN..,

I-4

8. El proceso de la reivindicaciéon 7, en el que la enzima KRED se selecciona del grupo que consiste en un
polipéptido de SEQ ID NO. 1 y un polipéptido de SEQ ID NO. 2.
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9. El proceso de la reivindicaciéon 8, que comprende ademas un sistema de reciclado del cofactor seleccionado del
grupo que consiste en un polipéptido de SEQ ID NO. 3 y un polipéptido de SEQ ID NO. 4.

10. El proceso de la reivindicaciéon 9, que comprende ademas un cofactor seleccionado del grupo que consiste en
NADH y NADPH.

11. El proceso de la reivindicacion 7, que comprende ademas hacer reaccionar el compuesto I-1:

HoN"~COOR!
I-1

.

con cloruro de benzoilo y un reactivo protector para producir el compuesto [-3:

Q

Q)H/C02R1
NH. o
3

12. Un proceso de preparacion del compuesto I-11:

HO H ) -
d\JNV@
NH,
11

1

que comprende:

(a) hacer reaccionar el compuesto I-1:

H,N"~COOR!
-1

con cloruro de benzoilo y un reactivo protector para producir el compuesto [-3:
o]
©’)k(oozw
NH‘P1
-3 :

(b) reducir el compuesto I-3 en presencia de una enzima KRED para producir el compuesto |-4:

(c) hacer reaccionar el compuesto |-4 con un reactivo de proteccién aceténido seleccionado del grupo que
consiste en 2,2-dimetoxipropano, 2,2-dietoxilpropano, 2-metoxipropeno y acetona, para producir el compuesto |-
5:

(d) reducir el compuesto I-5 con un agente reductor a una temperatura de 0 °C a 40 °C para producir el
compuesto |-6:
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(e) oxidar el compuesto I-6 con un agente oxidante en presencia de un disolvente y un catalizador para producir
el compuesto I-7:

(f) hacer reaccionar el compuesto |-7 con el compuesto de fosfato A-4:

= . a

MeD

P
o UL
0 0 NH-F2

A4
H

para producir el compuesto 1-8:

2]

(h) hacer reaccionar el compuesto 1-9 con un acido para producir el compuesto 1-10:

e

HO

g

NH;
110

e

(i) reducir el compuesto |-10 en presencia de un catalizador para producir el compuesto I-11;

en donde P!y P? se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en Ac, Bn, Boc, Bz, Cbz,
DMPM, FMOC, Ns, Moz y Ts; y

R' se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1-s, bencilo y fenilo

13. El proceso de la reivindicacion 12, en el que la enzima KRED de la etapa (b) se selecciona del grupo que
consiste en un polipéptido de SEQ ID NO. 1 y un polipéptido de SEQ ID NO. 2.

14. El proceso de la reivindicacion 13, en el que la etapa (b) comprende ademas un sistema de reciclado del cofactor
seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido de SEQ ID NO. 3 y un polipéptido de SEQ ID NO. 4.

15. El proceso de la reivindicacion 14, que comprende ademas un cofactor seleccionado del grupo que consiste en
NADH y NADPH.
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