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Descriere:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de sintezd enzimaticd a compusului cu formula

(D):

/

M

—
]

precum si la aplicarea acestuia in sinteza ivabradinei cu formula (IT):

CH,O

O
3
CH,0 N | /[ .
3 N\/\/ OCH3

O
sau  3-{3-[{[(79)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-il]metil } (metil Jamino]propil } -
7,8-dimetoxi-1,3,4,5-tetrahidro-2H-3-benzazepin-2-ona, a sdrurilor sale de aditie cu un acid
acceptabil farmaceutic si a hidratilor acestora.

Ivabradina, precum si sarurile sale de aditie cu un acid acceptabil farmaceutic, indeosebi
clorhidratul sau, poseda proprietdti farmacologice si terapeutice foarte valoroase, in special
proprietati bradicardice, ceca ce face ca acesti compusi sd fie utili in tratamentul sau
prevenirea diverselor situatii clinice de ischemie miocardicd, cum este angina pectorald,
infarctul miocardic si tulburdrile asociate ale ritmului, precum si in diverse patologii ce se
referd la tulburdri ale ritmului, In special supraventriculare, si in cazuri de insuficientd
cardiaca.

Prepararea §i utilizarea terapeutica a ivabradinei si a sarurilor sale de aditic cu un acid
acceptabil farmaceutic, Indeosebi a clorhidratului séu, au fost descrise in brevetul european
EP 0534 859 [1].

Brevetul respectiv descrie sinteza clorhidratului de ivabradind pornind de la compusul cu
formula (III), (7S)-1-(3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-i1) N-metilmetanamina:

N

(1ID).

© H
H 3C—O = "I,/ N\

CH,

Compusul cu formula (IIT) este un intermediar important in sinteza ivabradinei si a
sarurilor sale acceptabile farmaceutic.

Stadiul cunoscut al tehnicii dezvaluie mai multe procedee de obtinere a compusului cu
formula (III).

Brevetul EP 0 534 859 descrie sinteza compusului cu formula (III) prin reducerea
nitrilului cu formula (IV):
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H,C—0

Iv)

=
N
prin BHj in tetrahidrofuran,
urmatd de addugarea acidului clorhidric, pentru a obtine clorhidratul de amind racemica cu
formula (V):

H,C-0

X

H3C—O = NH2

care este supus reactiei cu cloroformiatul de etil pentru a obtine carbamatul cu formula (VI):

j\ h (VD
Z NN
77/0Et
0

reducerea cdruia, prin LiAlH,, duce la obtinerea aminei metilate racemice cu formula (VII):

H,C—0

V),

H3C_O

H3C_O

AN

(VID),

H
HyC—0" N N

“CH;

descompunerea careia cu ajutorul acidului camforsulfonic duce la obtinerea compusului cu
formula (III).

Dezavantajul acestei metode constd in faptul ca permite obtinerea compusului cu formula
(ITI) cu un randament foarte redus, de 2...3%, pornind de la nitrilul racemic cu formula (IV).

Acest randament foarte redus este determinat de randamentul redus (4...5%) al etapei de
descompunere a aminei secundare cu formula (VII).

Brevetul EP 2 166004 [2] descrie obtinerea compusului cu formula (III) prin
descompunerea optica a nitrilului racemic cu formula (IV) cu ajutorul cromatografiei chirale
pentru a obtine nitrilul optic pur cu formula (IX):

AN
j| P o (IX),

N
N

H3C_O

H3C_O

care este redus cu ajutorul NaBH, sau prin hidrogenare cataliticd, pentru a obtine amina
primara cu formula (VIII).

Amina primard poate fi apoi metilatd cu ajutorul aceleiasi secvente reactionale descrise
mai sus (transformare in carbamat si apoi reducerea).

Compusul cu formula (IIT) poate fi obtinut astfel in 5 etape pornind de la nitrilul racemic
cu formula (IV), cu un randament de 45,6% pentru etapa de descompunere.
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Utilizarea enzimelor hidrolitice de nitrilazd (CE 3.5.5.1 in clasificarea internationald a
enzimelor) s-a ardtat a fi promitatoare pentru a permite obtinerea directd a acidului optic pur
cu formula (I) pornind de la nitrilul racemic cu formula (IV), astfel reducandu-se numarul de
etape pentru obtinerea aminei metilate cu formula (IIT) pornind de la nitrilul racemic.

Nitrilul cu formula (X) a fost descris ca un substrat de nitrilaze din setul de screening
NESK-1400 comercializat de compania Almac:

“ o (X).
_

N\
Y

Cu toate acestea, utilizarea acestor nitrilaze pe nitril cu formula (IV) (a se vedea Exemplul
comparativ A) a demonstrat ca ¢le posedd o activitate redusa si putina selectivitate, rezultand
In majoritatea cazurilor In formarea simultand a amidei (activitatea nitril hidratazei) si
acidului, care este dificil de exploatat in scopul obtinerii substantelor intermediare in sinteza
compusului cu formula (III).

Prin urmare, problema prezentei inventii este de a gési o nitrilaza care ar permite sinteza
enantioselectivd a acidului optic pur cu formula (I) pornind de la nitrilul racemic cu formula
(IV), cureducerea la minimum a formarii amidei.

Solicitantul a gasit atunci dovadd a activitatii nitrilazei In diverse microorganisme intregi
cu formarea preferentiald a acidului cu formula (I), cu configurarea S. Dintre
microorganismele testate, doar Rhodococcus rhodochrous a permis obtinerea acidului (S) cu
o enantioselectivitate foarte buna, fard formarea amidei (a se vedea Exemplul comparativ B).

Aceastd activitate a fost Tmbunatatita prin expresia in exces a nitrilazei.

in mod surprinzator, hidroliza enzimatica cu utilizarea acestei nitrilaze exprimate in exces
nu este enantioselectiva pentru substratul cu formula (X) (a se vedea Exemplul comparativ
QO).

In mod mai specific, prezenta inventie se referd la un procedeu de sinteza a compusului
optic pur cu formula (I):

N
| P (M
Yo

H3C_O “,
HO

prin hidroliza enzimatica enantioselectivd a nitrilului racemic, sau non optic pur, cu formula
(IV):

H,C-0

(Iv)

N

cu ajutorul nitrilazei Rhodococcus rhodochrous NCIMB 11216 cu supraexpresie intr-un alt
organism avand un sistem biologic competent, cum ar fi o bacterie, drojdie sau ciuperca, intr-
un amestec de solvent organic si solutie apoasd avand un pH cuprins intre 5 si 10, de
preferintd o solutie tampon avand un pH cuprins Intre 5 si 10, Intr-o concentratie cuprinsd
intre 1 $1 500 g, de preferintd Intre 2 g 1 100 g de nitril cu formula (IV) pe litru de amestec de
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solvent, intr-un raport E/S cuprins intre 1/1 si 1/100, la o temperaturd cuprinsd intre 25 si
40°C.

Conform unui aspect al inventiei, nitrilaza este exprimatd in exces intr-o bacterie ce
cuprinde o plasmida rearanjatd, cum ar fi Escherichia coli, de preferintd E. coli BL21(DE3),
E. coli BL21(DE3)pLysS, E. coli BL21star(DE3) sau E. coli JIM9(DE3).

Conform unui aspect al inventiei, solventul organic este un solvent complet sau partial
miscibil cu apa, cum ar fi dimetilsulfoxidul, dimetilformamida, acetona, acetonitrilul, un
alcool, cum ar fi etanolul sau izopropanolul, sau un eter, cum ar fi tetrahidrofuranul i eterul
metil-tert-butilic.

Conform unui alt aspect al inventiei, solventul organic nu este miscibil cu apa, de
exemplu o hidrocarburd, cum ar fi heptan sau octan.

Solutia apoasa este, de preferintd, o solutie tampon avand un pH de circa 7.

Conform unui aspect al inventiei, bacteriile care exprima nitrilaza in exces sunt utilizate
direct in procedeu, sub forma de suspensie bacteriand sau liofilizat.

Raportul E/S este, de preferintd, cuprins intre 1/1 si 1/10 in cazul unei suspensii
bacteriene si intre 1/10 si 1/20 1n cazul unui liofilizat.

Conform unui alt aspect al inventiei, nitrilaza este utilizatd sub forma de enzimd
purificata.

Schema hidrolizei enzimatice conform inventiei este urmatoarea:

H,C-0 H,;C-0 H,C-0
Nitrilase (R) + D:I ©®
H,C-0 )

H,C-0 H,C-0

base

In mod avantajos, nitrilul de configurare (R) O produsul secundar al reactiei, este
racemizat prin actiunea unei baze organice, cum ar fi diazabicicloundecenul sau a unei baze
minerale, cum ar fi hidroxidul de sodiu, hidroxidul de potasiu, carbonatul de potasiu sau
carbonatul de sodiu, pentru a fi reciclat in procesul de hidroliza enzimatica.

Atunci cand etapa de racemizare este efectuatd in sifu, procedeul conform inventiei este
un procedeu de rezolutie cinetica dinamica (dynamic kinetic resolution (DKR)), care permite
obtinerea acidului S cu formula (I) cu un exces enantiomeric mai mare de 98%.

Acidul cu formula (I) este, de preferinta, izolat din mediul de reactie dupa unul sau mai
multe cicluri de hidrolizad enzimatica.

Definitii

Prin compus optic pur s¢ intelege un compus cu un exces enantiomeric mai mare sau egal
cu90%.

Prin nitril care nu este optic pur se intelege un nitril cu un exces enantiomeric mai mic de
90%.

Prin nitril racemic se intelege un nitril sub forma de un amestec din doi enantiomeri intr-
un raport cuprins intre 55:45 si 45:55.

Prin hidroliza enantioselectivd a unui nitril racemic, non optic pur, se intelege hidroliza
preferentiald a unuia dintre enantiomerii amestecului.

Prin sistem biologic competent se intelege (a) specia(ile) biologici(e) (celulele gazdd), al
carei(or) material genetic a fost modificat prin recombinarea geneticd ce o/le face capabili(e)
sd producd o proteind recombinanta de interes. Un vector de expresie (plasmidd) creat pentru
acest scop permite transferarea ADN-ului care codifica gena de interes in celula gazdd, care
poate astfel sa exprime (in exces) in mod eficient proteina functionala.
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Un alt aspect al inventiei se refera la un procedeu de sintezd a compusului cu formula (IIT)
in doar doua etape, pornind de la acidul optic pur cu formula (I), care este transformat in
amida optic purd cu formula (XI):

H,C-0
A
H,c—07 N7, __0
HN
“CH;

reducerea careia, preferabil prin BH;, NaBH, sau LiAlH,, duce la obtinerea compusului cu
formula (III).

Compusul cu formula (IIT) este ulterior fie cuplat cu un compus cu formula (XII):

H;CO

N ~% (X,
H;CO
(0]

unde X reprezintd un atom de halogen, de preferinta, un atom de iod,
fie este supus unei reactii de aminare reductivd cu un compus cu formula (XIII) In prezenta
unui agent reducdtor:

H;CO

N_"g, (XIII),
H3;CO
O

unde R, reprezintd o grupa selectatd din CHO si CHR;R,,

unde R; si Ry reprezintd fiecare o grupd (C,-Cg)alcoxi liniard sau ramificatd sau formeaza,
fmpreund cu atomul de carbon care le poarta, un ciclu 1,3-dioxan, 1,3-dioxolan sau 1,3-
dioxepan,

pentru a duce la obtinerea ivabradinei, care este apoi transformatd intr-o sare de aditie cu
un acid acceptabil farmaceutic, unde sarea mentionatd este sub forma anhidrd sau de hidrat.

Compusul cu formula (IIT) poate fi de asemenea utilizat in reactia de aminare reductiva
sub forma de sarea sa de aditie cu un acid acceptabil farmaceutic, de preferintd, clorhidratul
sau. In acest caz, ivabradina este obtinuti direct sub forma de clorhidrat.

Printre acizii acceptabili farmaceutic pot fi mentionati, fara a se limita la acidul clorhidric,
brombhidric, sulfuric, fosforic, acetic, trifluoroacetic, lactic, piruvic, malonic, succinic,
glutaric, fumaric, tartric, maleic, citric, ascorbic, oxalic, metansulfonic, benzensulfonic si
camforic.

Printre agentii reducdtori care pot fi utilizati pentru reactia de aminare reductivd intre
compusul cu formula (III) si compusul cu formula (XIII) pot fi mentionati, fara a se limita la
compusii donori de hidrurd, cum sunt triacetoxiborohidrura de sodiu sau cianoborohidrura de
sodiu, si dihidrogenul in prezenta unui catalizator, cum este paladiul, platina, nichelul,
ruteniul, rodiul sau un compus al acestora, in special pe un suport sau sub forma de oxizi.

Agentul reducdtor preferat pentru reactia de aminare reductiva intre compusul cu formula
(I1I) si compusul cu formula (XIII) este dihidrogenul catalizat de paladiu pe carbon.

Exemplele de mai jos ilustreaza inventia.

Abbrevieri
ATF - acidul trifluoroacetic
CSS - cromatografia in strat subtire



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 4440 B1 2016.10.31

8

DBU - diazabicicloundecen

RCD - rezolutie cineticd dinamica

DMF - dimetilformamida

DMSO - dimetilsulfoxid

OD - densitatea opticd

E - coeficientul de enantioselectivitate

ee - exces enantiomeric

ech - echivalent molar

HPLC - High Performance Liquid Chromatography (Cromatografie in faza lichida de
naltd performantd)

IPTG - 1zopropil B-D-1-tiogalactopiranozida

BL - mediu de culturd din bulion de lizogen

MeOH - metanol

MTBE - eter metil-tert-butilic

op - puritate optica sau enantiomerica

raportul E/S - raportul Enzima/Substrat, exprimat in (g/g)

RMN - Rezonantd magnetica nucleard (spectroscopie)

SM - spectrometrie de masa

THEF - tetrahidrofuran

TMS - tetrametilsilan

EXEMPLUL 1: Acid (7S)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic
Exprimarea in exces a nitrilazei

Proteina nitrilaza Rhodococcus rhodochrous NCIMB 11216 este descrisa in bazele de
date ale proteinelor si genomilor. Secventa genei cercetate este inscrisd sub identificatorul
SVA (Sequence Version Archive) "EF467367" in ENA (European Nucleotide Archive —
Arhiva europeand a nucleotidelor) a EMBL-Bank. Aceastd secventa corespunde referintei
"A41.A85" in baza de date UniProtKB/TrEMBL.

A fost utilizata tulpina de productie E. coli BL21(DE3), transformata cu vectorul de
expresie pET28a-Nitl.

Protocolul de exprimare in exces a nitrilazei este descris in Applied Biochemistry and
Biotechnology 2010, vol. 160 (2), p. 393-400.

Celulele transformate astfel sunt fie utilizate direct sub forma de suspensie bacteriana, fie
liofilizate inainte de utilizare.

Hidroliza enzimaticd cu nitrilaza exprimata in exces.

Celulele transformate conform protocolului mentionat sunt amestecate intr-o concentratie
de 5,6 x 10° celule/ml (1ml de culturd la DO=1 (600 nm) corespunde cu 1,10° bacterii si circa
10 mg de suspensie bacteriand sau 1,5 mg de liofilizat).

La o solutie de 250 ml de solutie tampon de fosfat KH,PO,/ Na,HPO,4 1/15 M la pH 7 se
adaugd 1 g de liofilizat de E. coli si 500 mg (c=2 g/, 10mM) de 34-
dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril in 2% de DMSO (5 ml).

Amestecul reactiei este mentinut la 30°C, fiind agitat rotativ la 220 rpm, timp de 6 ore.

Reactia este monitorizatd prin HPLC in fazd chirald in conditii ce permit determinarea
excesului enantiomeric al acidului si nitrilului:

Coloana chiralpak IB
90% n-hexan 10% 2-PrOH + 0,1% ATF
1 ml/min 30°C 288 nm

% nitril ee (nitril) % acid ee (acid) transformare E

6 ore 49,9 94 50,1 97 0,49 >100

* coeficientul de enantioselectivitate E = In[1-c(1+ee(acid))] / In[1-c(1-ee(acid))]
Cromatograma HPLC 1n fazd chirald dupa 6 ore este aratatd in Figura 1.
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Dupa ce s-a aflat in reactie timp de 6 ore, amestecul reactiei este oxidat cu HCI 1M pentru
a obtine un pH (pH 2) extrem de acid si apoi este extras cu 2 x 100 ml de diclormetan. Faza
organicd este Inlaturatd. A doua extragere cu ajutorul toluenului (2 x 100 ml) permite
extragerea Intregului produs ramas in fazd apoasd. Fazele organice sunt spélate cu solutie
saturatd de NaCl si apoi sunt uscate cu ajutorul sulfatului de magneziu anhidru. Dupa
evaporarea solventilor, este obtinut produsul in stare brutd, care este purificat prin
cromatografia flash pe coloana de siliciu in urmatoarele conditii:

Tipul coloanei: 80 g SiIOH Macherey-Nagel

Materialul si metoda: Reveleris®

Eluantul: Izocratic (ciclohexan + 1% acid acetic / acetat de etil + 1% acid acetic 75/25)

Detectarea: UV 288 nm

Viteza de curgere: 60 ml/min

Rezultatul:

Nitril (R): randament 36% (179 mg), ee (R): 96%

Acid (S): randament 39% (246 mg), ee (S): 96%

EXEMPLUL 2: 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril

prin racemizarea nitrilului (R)

Se transfera 100 mg de (R)-(3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-iD)nitril
(0,53 mmol), 5 ml de izopropanol si 121 mg de DBU (1,5 ech.) intr-un balon prevazut cu un
condensator si un agitator magnetic. Se incdlzeste timp de 2 ore la 65°C si apoi se lasa sa
revind la temperatura ambiantd. Se filtreazd pentru a obtine compusul indicat in denumire.

EXEMPLUL 3: (75)-3,4-dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
carboxamida

Se pune in suspensie acidul (75)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic
obtinut in Exemplul 1 (300 mg) in THF (3 ml) la temperatura ambianta si apoi se adaugd
trietilamina (200 ul). Se adaugd lent cloroformiat de etil (150 ul) la amestec. Amestecul
reactiei se precipita (amestecul I).

Intr-un alt balon, metilamina in forma de solutie 2M in THF (2,25 ml) se agitd cu apa (1
ml) si trietilamind (300 ul). Se mentine agitarea timp de 20 minute, apoi amestecul rezultat se
adaugd la amestecul I si se agita la temperatura ambiantd timp de o noapte.

Amestecul reactiei este apoi evaporat si purificat prin HPLC preparativa.

Se obtine (75)-3,4-dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxamidd cu un
randament de 60%.

'"H RMN (DMSO-d6, ppm / TMS) = 2,61 (m; 3H); 3,16 (m; 2H); 3,71 (s; 6H); 4,05 (m;
1H); 6,78 (s; 1H); 6,81 (s; 1H); 7,78 (br s; 1H).

EXEMPLUL 4: (7S)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-il] N-metil
metanamini

Se pune in suspensic (75)-3,4-dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
carboxamida obtinutd in Exemplul 3 (450 mg) in tetrahidrofuran (20 ml), apoi la amestecul
reactiel se adaugd lent 1,6 ml de solutie LiAlH, 2M in tetrahidrofuran la temperatura
ambiantd. Se observa o degajare puternicéd a gazului si amestecul reactiei devine limpede. Se
incélzeste amestecul reactiei la reflux timp de 30 minute.

Dupa reintoarcerea la temperatura ambiantd, se hidrolizeazd si apoi se extrage cu acetat
de etil. Se usuca pe MgSO; si apoi se evapord. Precipitatul obtinut este purificat prin HPLC
preparativa (eluant: apa/acetonitril/acid trifluoracetic de la 98/2/0,2 pand la 20/80/0,2) timp
de 30 minute pentru a obtine produsul indicat in denumire cu un randament de 46%.

"H RMN (DMSO-d6, ppm / TMS) = 2,60 (m; 3H); 2,85 (m; 1H); 3,15 (m; 1H); 3,25 (dd;
1H); 3,30 (m; 1H); 3,62 (m; 1H); 3,70 (s; 6H); 6,82 (s; 1H); 6,89 (s; 1H); 8,48 (br s; 1H).

EXEMPLUL 5. (75)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-il]  N-metil
metanamina, clorhidrat

Se adaugd 20 ml de solutiec molard de BH; in tetrahidrofuran, la temperatura ambiantd, la
un amestec de 2,2 g (10 mmol) de (75)-3,4-dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
carboxamidd obtinutd in Exemplul 3 in 45 ml de tetrahidrofuran. Dupd agitare timp de 1 ord,
se adaugd 10 ml de solutie de BH; in tetrahidrofuran. Dupd agitare timp de o noapte la
temperatura ambiantd, se adaugd 20 ml de etanol prin picurare si amestecul se agitd pand
cand nu se mai degajd gaz (circa 1 ord). Apoi se adaugd prin picurare 20 ml de solutie de acid
clorhidric in etanol. Dupd agitarea timp de 4 ore, precipitatul obtinut (1,2 g de produsul
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indicat in denumire) este filtrat. Filtratul este concentrat, obtindndu-se o cantitate
suplimentard de 0,65 g de produsul indicat in denumire prin solidificarea acestuia intr-un
amestec de acetat de etil/etanol 80/20.

Cele doua precipitate sunt combinate pentru a obtine 1,85 g de produsul indicat in
denumire (randament: 77%).

EXEMPLUL 6: Clorhidrat de ivabradina
Se incarcd intr-o autoclavd 5,5 kg de 3-[2-(1,3-dioxolan-2-il)etil]-7,8-dimetoxi-1,3-
dihidro-2H-3-benzazepin-2-ond, 27,5 litri de etanol si 550 g de paladiu-pe-carbon.

Se purificd cu azot si apoi cu hidrogen, se incélzeste pana la 55°C, apoi se hidrogeneaza
la aceastd temperaturd sub o presiune de 5 bari pand la absorbtia cantitdtii teoretice de
hidrogen. Apoi se readuce la temperatura ambianta si se reduce presiunea in autoclava. Se
adaugd 4 kg de clorhidrat de (7S)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-11] N-metil
metanamind, 11 litri de etanol, 5,5 litri de apd si 1 kg de paladiu-pe-carbon.

Se purificd cu azot, apoi cu hidrogen, se¢ incdlzeste pand la 85°C, se hidrogencazd la
aceastd temperaturd sub o presiune de 30 bari pand la absorbtia cantitdtii teoretice de
hidrogen. Apoi se readuce la temperatura ambiantd, se curdtd autoclava si se filtreazd
amestecul reactiei; se distileazd solventii i se izoleazd clorhidratul de ivabradind prin
cristalizare dintr-un amestec de toluen/1-metil-2-pirolidinona.

Clorhidratul de ivabradina este obtinut cu un randament de 85% si o puritate chimica mai
mare de 99%.

EXEMPLUL COMPARATIV A: Screening-ul nitrilazelor comerciale pentru
hidroliza enzimatica a 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitrilului

Se cantdreste nitrilaza studiatd (15 mg), sub forma de liofilizat, intr-o eprubetd, apoi se
adaugd 4 ml de solutie tampon 0,1 M KH,PO, cu pH=7 si 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-
1,3,5-trien-7-carbonitril (20 mg) dizolvat in 100 pl de DMSO.

Se¢ pune in incubator la 28°C si 220 rpm.

Viteza de transformare a fost masuratd prin HPLC dupa 24 ore si 72 ore.

Nitrilazele NIT 101, NIT 102, NIT 103, NIT 104, NIT 105, NIT 106, NIT 108, NIT 109,
NIT 111, NIT 112 si NIT 113 (Almac) nu hidrolizeaza nitrilul dupa 24 ore (nicio formare de
acid sau amida).

Rezultatele obtinute cu nitrilazele NIT 107, NIT 110, NIT 114 si NIT 115 (Almac) sunt
rezumate in tabelul de mai jos:

L 72 ore
Nitrilaza Amida Acid Nitril
NIT 107 23% 16% 61%
NIT 110 24% 15% 61%
NIT 114 21% 220 57%
NIT 115 7% 47% 46%

Conditii analitice:

Coloana Phenomenex LUNA HST 50*3 C18(2) 2,5 um

0% pand la 100% B in 8 min 0,8 ml/min 40°C

A (1000 apa+25 ACN+1 ATF)

B (1000 ACN+25 apa+1 ATF)

Nitrilaza NIT 115 a fost apoi utilizatd intr-un alt studiu pentru a determina dacd hidroliza
nitrilului este enantioselectiva.

Nitrilaza NIT 115 (12 mg; Almac) a fost utilizatd in 6 ml [2 mg/ml] de solutie tampon.

S-a addugat 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril pentru a atinge o
concentratie finald de 4 mg/ml a acesteia.

Enantioselectivitatea a fost masuratd prin HPLC folosind urmétoarele conditii analitice:
Coloana Chiralpak IC 250%4,6

30% etanol pur + 0,1% ATF + 70% heptan + 0,1% ATF

1 ml/min 30°C 288 nm
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Notd: In aceste conditii, enantiomerii acidului sunt separati, insa nu cei ai nitrilului.
Cromatograma obtinutd dupd 5 ore de reactie este prezentatd in fig. 2.

Concluzie: Nu s-a observat nicio enantioselectivitate.

EXEMPLUL COMPARATIV B: Screening-ul nitrilazelor de tulpini bacteriene

5 si fungice pentru hidroliza enzimatici a 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
carbonitrilului

Un studiu in care se utilizeaza mai multi inductori bacterieni (propionitril, benzonitril, 4-
bromobenzonitril) a demonstrat cd propionitrilul a permis cea mai bund inducere a activitatii
nitrilazei cu 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril.

10 Tulpinile bacteriene au fost induse cu propionitril la 72mM timp de 72 ore, iar celulele au
fost extrase in 50 ml (concentrate de doud ori, conc. 10 mg de celule per ml) de solutie
tampon de fosfat 0,IM KH,POJ/K,HPO, cu pH=7,3 cu adaos de 34-
dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril intr-o concentratie de 10mM in 2% de
DMSO V/Vﬁna].

15 Tulpinile fungice au fost induse cu valeronitril.

Toate amestecurile reactiei au fost agitate la 220 rpm la 30°C in cazul bacteriilor si la
27°C in cazul ciupercilor si monitorizate timp de 96 ore prin HPLC 1n faza inversa si prin
HPLC in faza chirala conform metodelor descrise mai jos.

Analiza fazei inverse

20 Coloana Phenomenex LUNA HST 50*3 C18(2) 2,5 um

0% B pana la 100% B in 8 min 0,8 ml/min 40°C

A (1000 apa+25 ACN+1 ATF)

B (1000 ACN+25 apd +1 ATF)

25 Analiza in faza chirald

Coloana Chiralpak IC 250%4,6

30% etanol pur + 0,1% ATF + 70% heptan + 0,1% ATF

1 ml/min 30°C 288 nm

Rezultatele obtinute sunt rezumate in tabelul de mai jos:
30
% compusi formati dupa 96 ore
MILRUORGANLME Nitri Amida Acid
rezidual

Rhodococcus erythropolis NCIMB11215 23 42 35(S)
Rhodococcus rhodochrous NCIMB11216 65 / 35(5)
Rhodococcus rhodochrous NCIMB11273 100 / /
Rhodococcus rhodnii NCIMB11279 100 / /
Aspergillus niger BO 95 / <5
Aspergillus alliaceus NRRL 315 95 / <5
Cunninghamella elegans NRRL 1392 95 / <5
Rhizopus nigricans NRRL 1477 95 / <5
Absidia cylindrospora MMP 1569 95 / <5
Mortierella isabellina NRRL 1757 95 / <5
Mucor plumbeus ATCC 4740 95 / <5
Beauveria bassiana ATCC 7159 86 / 14
Stibella fimetaria CBS 548-84 100 / /
Stibella fimetaria CBS 511-67 100 / /
Stibella fimetaria CBS 294-81 100 / /
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EXEMPLUL COMPARATIV_C: Hidroliza enzimatici a biciclo[4.2.0]octa-1,3,5-
trien-7-carbonitrilului cu utilizarea nitrilazei exprimate in exces de Rhodococcus
rhodochrous NCIMB 11216

Placare pe LLB+agar+kanamicind, incubare statica la 37°C timp de 24 ore (tulpind 11216
de nitrilazd a E. coli recombinanta).

Preculturd in 5 ml de LB+kanamicind (50 mg/1), incubare la 37°C, 180 rpm timp de o
noapte.

Cultura: se transferda 50 ml de LB si 500 pl de preculturd in baloane Erlenmeyer de 250
ml fard despartituri, incubare la 28°C, 160 rpm péand ce DO este egald cu 0,6 (adicd circa 4
ore).

Inducere cu IPTG (0,5mM), incubare la 17°C, 160 rpm timp de o noapte (17 ore).

Testul de activitate: se centrifugheazd culturile la 4°C, 6000 rpm timp de 20 minute, se
repune in suspensie amestecul in 10 ml de solutie tampon de fosfat 0,1M cu pH-ul 7. Se
adaugd biciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril (10mM) + 2 % etanol. Se incubeaza la 220
rpm, 30°C.

Nota: Dacéd cultura este intr-o cantitate mai mare de 50 ml in timpul centrifugarii, se
extrag 50 ml si se efectueaza testul de activitate cu ajutorul unei suspensii de 50 ml de
cultura.

Monitorizarea hidrolizei prin cromatografia chirala: la 45 minute si 2 ore.

Coloana: Phenomenex® LLUNA HST 50%3 C18(2) 2,5 pm

Eluant: A +B (de la 0% péana la 100% B 1n 8 minute)

A: 1000 apa+25 ACN+1 ATF

B: 1000 ACN+25 apa+1 ATF

0,8 ml/min - 40°C - UV 210 nm

Rezultate:
Durata Nitril Acid carboxilic
45 minute 50% 50%
2 ore 0% 100%

Monitorizarea prin cromatografia chirald demonstreaza cd reactia nu este
enantioselectiva.
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(57) Revendicari:

1. Procedeu de sinteza a compusului optic pur cu formula (I):

HC-0
© @
H;C-0 Z ", _0
HO

prin hidroliza enzimaticd enantioselectiva a nitrilului racemic, sau non optic pur cu formula
(Iv):

H,C—0 N

Iv)

=
N
cu ajutorul nitrilazei Rhodococcus rhodochrous NCIMB 11216 cu supraexpresie intr-un alt
organism care are un sistem biologic competent, intr-un amestec de solvent organic si solutie
apoasa avand un pH cuprins intre 5 si 10, intr-o concentratie cuprinsd intre 1 si 500 g de nitril
cu formula (IV) pe litru de amestec de solventi, intr-un raport E/S cuprins intre 1/1 si 1/100,
la o temperatura cuprinsé intre 25 si 40°C.

2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ci organismul care are un
sistem biologic competent este o bacterie ce contine o plasmida rearanjata.

3. Procedeu, conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca bacteriile care exprima
nitrilaza in exces sunt utilizate direct, sub forma de suspensie bacteriana sau liofilizat.

4. Procedeu, conform oricareia dintre revendicarile 1 - 3, caracterizat prin aceea ci
solventul organic este selectat dintre dimetilsulfoxid, dimetilformamida, acetond, acetonitril,
etanol, izopropanol, tetrahidrofuran si eter metil-tert-butilic.

5. Procedeu, conform oricédreia dintre revendicarile 1 - 4, caracterizat prin aceea ci
nitrilul de configurare (R), produsul secundar al reactiei:

AN

_— R)
H,C—0 .

A\
N
este racemizat prin actiunea unei baze in nitrilul racemic cu formula (IV) pentru a fi reciclat
in procedeul de hidrolizd enzimatica.

6. Procedeu, conform revendicdrii 5, caracterizat prin aceea ci baza este
diazabicicloundecen.

7. Procedeu, conform revendicarii 5 sau 6, caracterizat prin aceea cid ctapa de
racemizare se efectueaza in situ.
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8. Procedeu, conform oricdreia dintre revendicdrile 5 - 7, caracterizat prin aceea ci
acidul cu formula (I) este izolat dupa unul sau mai multe cicluri de hidroliza enzimatica.
9. Procedeu de sinteza a compusului cu formula (IIT):

H,C—0 X

(11D

Aoy
H3C_O "',/N\

pornind de la nitrilul cu formula (IV):

H_
5C-0

(IV),

HyC—0" N7

A\
N
care este hidrolizat pentru a forma acidul optic pur cu formula (I):

H3C_O

X
@

©
HyC—07 N7 ™ __0

HO

conform oricareia dintre revendicarile 1 - 8,
care este apoi transformat in amida optic purd cu formula (XI):

H,C-0
X
. (X,
Hy,c—07 N7 “,__0
HN
“CH;

reducerea céreia duce la obtinerea compusului cu formula (III).

10. Procedeu, conform revendicarii 9, caracterizat prin aceea ca reducerea compusului

cu formula (XI) pentru a forma compusul cu formula (IIT) se efectueazd cu BH;, NaBH, sau
LiAlH,.

11. Procedeu de sinteza a ivabradinei, caracterizat prin aceea ci compusul cu formula
(TI1):

(1D

>

obtinut conform revendicdrii 9, este fie cuplat cu un compus cu formula (XII):
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OH;C

N (X1,
OH5C
o)

unde X reprezintd un atom de halogen,
fie este supus unei reactii de aminare reductivd cu un compus cu formula (XIII) in prezenta
unui agent reducator:

OH3C

NJ\RZ (X,
OH3C
O

unde R, reprezinta o grupd selectatd dintre CHO si CHR3R,,

unde R; si Ry reprezintd fiecare o grupd alcoxi (C;-Cs) liniard sau ramificatd sau formeazd
mpreund cu atomul de carbon care le poartd un ciclu 1,3-dioxan, 1,3-dioxolan sau 1,3-
dioxepan,

pentru a obtine ivabradina, care poate fi transformatd intr-o sare de aditie cu un acid
acceptabil farmaceutic sub forma anhidrd sau de hidrat.

12. Procedeu, conform revendicarii 11, unde X este un atom de iod.

13. Procedeu, conform revendicérii 11, unde compusul cu formula (IIT) este utilizat in
reactia de aminare reductivd sub forma de clorhidratul sdu pentru a obtine ivabradina sub
forma de clorhidrat.

14. Procedeu, conform revendicarii 11 sau 13, unde reactia de aminare reductivd cu
compusul cu formula (XIII) se efectueazd in prezenta dihidrogenului catalizat de paladiu pe
carbon.

Sef Directie Brevete: GUSAN Ala
Examinator: LEVITCHI Svetlana
Redactor: LOZOVANU Maria
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