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Descriere:

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

D):

H,C=0\
N ,
HC—0 7 /? 0
3 /.
R,0

unde R; reprezintd un atom de hidrogen sau o grupd alchil C;-Ce, de preferintd metil,
precum si la aplicarea acestuia in sinteza ivabradinei cu formula (IT):

CH,0

O,
& g
(D,
CH,0 NS Zocn,

0
sau  3-{3-[{[(7S)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-ilJmetil } (metil)amino]propil } -
7,8-dimetoxi-1,3,4,5-tetrahidro-2H-3-benzazepinid-2-ond, a sarurilor sale de aditie cu un acid
acceptabil farmaceutic, si a hidratilor acestora.

Ivabradina, precum si sdrurile sale de aditie cu un acid acceptabil farmaceutic, si indeosebi
clorhidratul sdu, posedd proprietafi farmacologice si terapeutice foarte valoroase, In special
proprietati bradicardice, ceea ce face ca acesti compusi s 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 si utilizarea terapeuticd a ivabradinei si a sdrurilor sale de adiie cu un acid
acceptabil farmaceutic, si Indeosebi a clorhidratului sdu, au fost descrise in brevetul european
EP 0534 859.

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-metil metanamina:

H,C—0 SN

(IID)

e

HSC_O "f‘/N

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

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

Brevetul EP 0 534 859 descrie sinteza compusului cu formula (IIT) prin reducerea nitrilului
racemic cu formula (IV):

H,C—0 XN

=

Iv)

N
prin BHj in tetrahidrofuran,
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urmatd de addugarea acidului clorhidric, pentru a obtine clorhidratul de amind racemica cu
formula (V):
H,C=0

V),

/

H,C—0 NH,

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

H,C—0 XN

(VD,

— H
H,C—0O

N
3 >]/OE‘[
O

reducerea céruia, prin LiAlH, conduce la obtinerea aminei metilate racemice cu formula
(VID):
LEC NG

= H
H,C—O0 N\
CH,

descompunerea céreia cu ajutorul acidului camforsulfonic conduce la obtinerea compusului
cu formula (III).

Dezavantajul acestel metode constd in faptul cd duce la obtinerea compusului cu formula
(ITI) intr-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 1 598 333 descrie obtinerea compusului cu formula (IIT) prin descompunerea
aminel primare racemice cu formula (V) n amina optic activa cu formula (VIII):

H,C—0 XN

(VID,

(VIID)

)
HSC_O "z‘/I\IH2

cu ajutorul acidului N-acetil-L-glutamic,

urmatd de metilare prin utilizarea aceleiasi succesiuni de reactii descrisa mai sus
(transformarea in carbamat, urmaté de reducere).

Randamentul etapei de descompunere este de 39%.

Brevetul EP 2 166 004 descrie obtinerea compusului cu formula (IIT) prin descompunerea
opticd a nitrilului racemic cu formula (IV) prin cromatografie chirald pentru a obtine nitrilul
optic pur cu formula (IX):

H,C—0 N

H.C—O = "E'S')
3 ,&\
N

care este redus prin NaBH, pentru a obtine amina primard cu formula (VIII), care ulterior
este metilatd prin utilizarea aceleasi succesiuni de reactii descrisd mai sus (transformarea in
carbamat, urmata de reducere).

Randamentul etapei de descompunere este de 45 %.

(IX),
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Problema prezentei inventii a fost de a obtine compusul cu formula (III) utilizind un
procedeu eficient, in special cu un randament bun, indeosebi la etapa de descompunere.

Utilizarea biocatalizei pentru a permite obtinerea moleculelor chirale pare s fie tot mai
valoroasd ca alternativa pentru sinteza organicd tradifionald. De fapt, utilizarea enzimelor cu
proprietdti naturale intrinseci, cum ar fi chimio-, regio- si sterco-selectivitatea, permite
utilizarea enzimelor ca reactivi In chimia verde, care este prietenoasd cu mediul inconjurétor.

In cazul descris in prezenta, utilizarea enzimelor hidrolitice (hidrolaze), care functioncaza
farad co-factori, cum sunt lipazele (EC 3.1.1.3 1n clasificatorul international al enzimelor) sau
esterazele (EC 3.1.1.1), permite obtinerea compusilor chirali — principalii intermediari in
sinteza ingredientelor farmaceutice active — in excese enantiomerice Inalte §i randamente bune.

Mai exact, prezenta inventic se referd la un procedeu de sintezd a compusului optic pur cu
formula (Ia):

H,C—O0 N

(Ta)

(©)]
= .,

H,C—0 '740
HO

prin esterificarea enzimaticd enantioselectivd a acidului racemic sau a unui alt acid non
optic pur cu formula (X):

H,C—0 XN

(X)

=
H.C—0O O

3

HO

cu ajutorul unei lipaze de Candida antarctica si Pseudomonas fluorescens,

intr-un amestec de alcool ROH, unde R este o grupd alchil C;-Cg liniard sau ramificatd, si
un co-solvent organic,

intr-o concentratie cuprinsa intre 5 si 500 g/L, preferabil intre 100 g si 200 g de compus cu
formula (X) la un litru de amestec de solventi,

mtr-un raport E/S de la 10/1 la 1/100, preferabil de la 1/5 1a 1/10,

la o temperatura cuprinsd Intre 25°C si 40°C.

Printre lipazele de Candida antarctica pot fi mentionate, de exemplu, lipazele imobilizate
pe o matrice polimericd, in special pe rasind acrilicd, cum este Novozym® 435 de la compania
Novozymes sau SPRIN adsorbed CALB® de la compania Sprin Technologies, sau pe o rdsind
din polistiren, cum sunt SPRIN actiplus CALB®, SPRIN acti CALB® or SPRIN lipo CALB®
de la compania Sprin Technologies, sau pe o rdsind epoxy acrilicd, cum este SPRIN epobond
CALB® de la compania Sprin Technologies.

Alcoolul ROH este, de preferintd, metanol sau etanol. Co-solventii sunt, de preferinta,
acetonitril, toluen, MTBE sau n-heptan. Raportul preferat co-solvent/alcool este de la 8/2 la
9/1.

Schema de esterificare enzimaticd conform inventiei este urmatoarea:

O=i 0, 0—=0

PN Wy O=—1 M, U—0
ll{ By .\,_\,-‘ bl 3

Lipase ®) + )
o) & ROH H L (— €3 §1, C—0 “,

X) (la)

base

In mod avantajos, esterul cu configuratia (R), produsul secundar al reactiei, poate fi
hidrolizat prin actiunea unei baze, preferabil KOH, DBU, trietilamind, DABCO, TBD, etoxid
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de sodiu, metoxid de sodiu sau K,CO;, pentru a forma acid racemic cu formula (X) pentru a fi
reciclat In procesul de esterificare enzimatica.

Daca etapa de hidroliza/racemizare este realizatd in situ, procedeul conform inventiei este
un proces de descompunere cineticd dinamicd (DKR), care face posibila obtinerea acidului S

5 cu formula (Ia) intr-un ee > 98% si un randament > 65%.

Acidul cu formula (Ia) este, de preferintd, izolat de amestecul reactiei dupd unul sau céteva
cicluri de esterificare enzimatica.

Un alt aspect al inventiei se referd la procedeul de sintezd a compusului optic pur cu
formula (Ib):

H,C—0 N

®)
/ ‘Y

H,C—0 '750

(Ib),

10 RO
unde R este o grupd alchil C;-Cg liniard sau ramificatd, preferabil metil sau etil,
prin hidroliza enzimaticd enantioselectivd a esterului racemic sau a unui alt ester non optic
pur, cu formula (XI):
H,C—0 XN
(XD),
/
H,C—O 0
15 RO

unde R reprezintd o grupd alchil C;-C liniard sau ramificata,
prin utilizarea unei lipaze de Candida antarctica $i de Pseudomonas fluorescens, In apa,
intr-o solutie tampon cu pH=5 pand la 8 sau intr-un amestec de solvent organic si apd sau
solutie tampon cu pH=5 pénd la 8, intr-o concentratie de la 1 la 200 g/L, preferabil in jur de
20 100 g de compus cu formula (XI) la un litru de solvent sau amestec de solventi,
mtr-un raport E/S de la 10/1 pana la 1/100, preferabil de la 1/5 pana la 1/10,
la o temperatura cuprinsd intre 25°C si 40°C,
urmata de izolarea esterului cu formula (Ib).
Printre lipazele de Candida antarctica pot fi mentionate, in calitate de exemplu, lipazele
25 imobilizate pe o matrice polimericd, in special pe rdsind acrilica, cum sunt Novozym® 435 de
la compania Novozymes sau SPRIN adsorbed CALB® de la compania Sprin Technologies,
sau pe o ragind de polistiren, cum sunt SPRIN actiplus CALB®, SPRIN acti CALB® sau
SPRIN lipo CALB® de la compania Sprin Technologies, sau o rdsind epoxy acrilicd, cum este
SPRIN epobond CALB® de la compania Sprin Technologies.
30 Daca reactia este realizatd 1In prezenta unui solvent organic, acesta din wrma va fi, de
preferinta, acetonitril, toluen, MTBE sau n-heptane.
Raportul preferat — solvent organic/ apd sau solutie tampon variaza de la 8/2 1a 9/1.
Schema de hidroliza enzimaticd conform inventiei este urmatoarea:

H,.C—0 H,C—0 H,C—O
Lipase
S ®) + ®
H,C—O o HC—O O H,.C—O0 "7;0
HO

RO RO

(XD (Ib)
35
in mod avantajos, acidul cu configuratie (R), produsul secundar al reactiei, poate fi
racemizat prin actiunea unei baze, preferabil prin actiunea KOH la cald, dupéd care acidul
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racemic obtinut astfel poate fi alchilat In ester racemic cu formula (XI), pentru a fi reciclat in
procesul de hidroliza enzimatica.

Alternativ, acidul cu configuratia (R), produsul secundar al reactiei, poate fi mai intai
alchilat si ulterior esterul cu configuratia (R) obtinut astfel poate fi racemizat prin actiunea unei
baze, preferabil prin actiunea DBU, KOH, trictilamin, DABCO, TBD, etoxid de¢ sodiu, metoxid
de sodiu sau K,CQO;, pentru a fi reciclat in procesul de hidroliza enzimatica.

Dacd racemizarea este realizatd la cald, temperatura este cuprinsd, de preferintd, intre 50 si
80°C.

Definitii

Compus optic pur inseamnd un compus al cdrui exces enantiomeric este mai mare sau egal
cu 90%.

Acid sau ester care nu este pur din punct de vedere optic Inseamnd un acid sau ester al carui
exces enantiomeric este mai mic de 90%.

Acid sau ester racemic Inseamnd un acid sau ester in forma de amestec din doi enantiomeri
in raport de la 55:45 péana la 45:55.

Esterificarea enantioselectivd a unui acid racemic sau a unui alt acid non optic pur
inseamna esterificarea preferentiald a unuia dintre enantiomerii amestecului.

Hidroliza enantioselectivad a unui ester racemic sau a unui alt ester non optic pur Inseamna
hidroliza preferentiald a unuia dintre enantiomerii amestecului.

Un alt aspect al inventiei se referd la un procedeu de sintezad a compusului cu formula (III)
pornind de la nitrilul cu formula (IV), care este hidrolizat pentru a forma acidul racemic cu
formula (X), esterificarea enzimaticd a caruia, conform inventiei, duce la obtinerea acidului
optic pur cu formula (Ia), care ulterior este transformat in amida optic purd cu formula (XII):

H,C—0 XN

(XID),

(©)]
= .,

H,C—0 '7;0

HN\

a carei reducere, preferabil prin BH;, NaBH, sau LiAlH,, duce la obtinerea compusului cu
formula (III).

Un alt aspect al inventiei se referd la un procedeu de sintezad a compusului cu formula (III)
pornind de la nitrilul cu formula (IV), care este hidrolizat pentru a forma acid racemic cu
formula (X), iar apoi este alchilat pentru a forma ester racemic cu formula (XI), a carui
hidroliza enzimatica, conform inventiei, duce la obtinerea esterului optic pur cu formula (Ib),
care este transformat in amida optic purd cu formula (XII):

LC=0 A
S (X1D),
= ()
H,C—0 7;0
HN
~N
CH,

a carei reducere, preferabil prin BH;, NaBH, sau LiAIH,, duce la obtinerea compusului cu
formula (III).
Compusul cu formula (IIT) este ulterior fie cuplat cu un compus cu formula (XIIT):

CH,0

N X (XTI,
CH.O

3
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unde X reprezintd un atom de halogen, preferabil un atom de iod,
fie supus unei reactii de aminare reductiva cu un compus cu formula (XIV) in prezenta unui
agent reductor:

CH,0

2

CH,O

3

0)

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

unde R; si R, reprezinta fiecare o grupd alcoxi (C;-C) liniard sau ramificatd, sau formeaza
fmpreund cu atomul de carbon care le poartd, un cilcu 1,3-dioxan, 1,3-dioxolan sau 1,3-
dioxepan, pentru a obtine ivabradind, care este ulterior transformatd intr-o sare de aditie cu un
acid acceptabil farmaceutic, sarea respectiva fiind In forma anhidra sau de hidrat.

Compusul cu formula (IIT) poate fi utilizat, de asemenea, 1n reactia de aminare reductiva,
sub forma sdrii sale de aditie cu un acid acceptabil farmaceutic, de preferintd clorhidratul sau.
In acest caz, ivabradina este obtinutd direct in forma de clorhidrat.

Printre acizii acceptabili farmaceutic pot fi mentionati, fird a se limita la acestia, acizii
clorhidric, bromhidric, sulfuric, fosforic, acetic, trifluoroacetic, lactic, piruvic, malonic,
succinic, glutaric, fumaric, tartaric, maleic, citric, ascorbic, oxalic, metan-sulfonic,
benzensulfonic si camforic.

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

Agentul reductor preferat pentru reactia de aminare reductivd intre compusul cu formula
(I1I) si compusul cu formula (XIV) este dihidrogenul catalizat cu paladiu pe carbon.

Exemplele de mai jos ilustreaza inventia.

Abrevieri

ATFA Acid TriFluoroAcetic

CSS Cromatografie in Strat Subtire

DABCO 1,4-DiAzaBiCiclo[2.2.2]Octan

DBU DiazaBicicloUndecend

DKR Dynamic Kinetic Resolution (Descompunere cineticd dinamicd)

E Coeficientul de enantioselectivitate

ee exces enantiomeric

eq echivalent molar

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

MeOH Metanol

MTBE Metil Tert-Butil Eter

po puritate optica sau enantiomerica

raportul E/S  raportul Enzime/Substrat (g/g)

RMN Rezonantd magnetica nucleard (spectroscopie)

SM Spectrometrie de masa

TBD 1,5,7-TriazaBiciclo-[4.4.0]Dec-5-ena

THF TetraHidroFuran

TMS TetraMetilSilan

EXEMPLUL 1: Acid 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic

Se¢ suspenda 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carbonitril (11 g, 58,1 mmol) intr-
o solutie de hidroxid de sodiu 1N (70 mL) si se Incélzeste amestecul reactiei la reflux (110°C)
timp de 2 ore.

Se lasd sd revind la temperatura mediului ambiant si apoi se acidificd amestecul cu acid
clorhidric concentrat. Se observa precipitarea.
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Se dizolva produsul in 200 mL de diclorometan si apoi se extrage faza apoasd. Se usuca pe
MgSO, si se evapora pentru a obtine produsul din titlu (11,6 g) la un randament de 95,9 %.

EXEMPLUL 2: (7S)- Acid 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic

0,5 g (¢ = 200 g/L) de acid racemic obfinut in Exemplul 1 este dizolvat in 2,5 mL de
amestec de acetonitril/metanol 1n proportie de 8/2.

Ulterior 0,1 g (¢ =40 g/L) de lipazd de Candida antarctica NOVOZYM 435® (Novozymes
Denmark) se adaugd la amestec (raport E/S - 1/5). Amestecul reactiei este mentinut la
temperatura de 30°C, agitandu-se rotativ la 220 rpm, timp de 48 ore.

Reactia este controlatd prin faza chiralda HPLC, in conditii care permit determinarea
exceselor enantiomerice ale esterului si ale acidului:

coloana Chiralpak® IC 250% 4,6

30 % etanol absolut + 0,1 % ATFA + 70 % heptan + 0,1 % ATFA

Iml/min, 25°C, 288 nm

Ee (%) [Ee(%) [E

% acid % ester Acid (S) [Ester (R)

18 ore 59 41 66 > 99 77
24 ore 55 45 78 > 99 100
48 ore 51 49 97 > 98 890

Cromatogramele HPLC in faza chirald ale compusilor racemici si ale produsului dupa 48 de
ore sunt prezentate in Figurile 1 si 2.

Dupd 48 de ore se observad prezenta esterului si a acidului optic puri intr-un raport optim
acid/ester de aproximativ 50/50. Amestecul reactiei este filtrat, enzima este spélatd cu 5 mL de
metanol, dupd care filtratul este evaporat in vid. Acidul S si esterul R optic puri sunt separati
prin cromatografie pe o coloana de silice (eluant: diclorometan/metanol 98/1).

Acid (S): 0,22 g (44%); puritate opticd > 96%; [a]*’p la 589nm: +57,1° (5 mg/ml in MeOH)

Ester (R): 0,24 g; puritate opticd > 96%; [a]*°s 1a 589nm: -62,7° (5 mg/ml in MeOH)

Randament global (S + R): 92%.

EXEMPLUL 3: 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de metil

Se suspendd (7R)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilatul de metil (445
mg) (ee > 96%) n izopropanol (2,5 mL) si se adauga diazabicicloundecend (58 pl — 1,5 eq).

Amestecul reactiei se incalzeste la temperatura de 65°C timp de 2 ore. Racemizarea
completd se observa dupa doud ore de reactie a esterului.

Conditiile analizei:

coloana Chiralpak® IC 250* 4,6

30% etanol absolut + 0,1% ATFA + 70% heptan + 0, 1% ATFA

Iml/min, 25°C, 288 nm

EXEMPLUL 4: Acid 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic

Se suspenda (7R)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de metil (50 mg)
(ee > 96%) In metanol (1 mL) si se adaugd hidroxid de potasiu (56,1) (25 mg — 2 eq).

Se¢ incilzeste amestecul reactiei la temperatura de 65°C timp de 6 ore. S¢ observa hidroliza
esterului in acid racemic.

Conditiile analizei:

coloana Chiralpak® IC 250* 4,6

30% etanol absolut + 0,1% ATFA + 70% heptan + 0,1% ATFA

Iml/min, 25°C, 288 nm

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

2 g (c =200 g/L) de acid racemic 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic se
dizolva in 20 ml de amestec de acetonitril/metanol (9/1).

Apoi la amestec se adaugd 0,4 g (c = 20 g/L) de lipazd de Candida antarctica SPRIN
actiplus CALB® (Sprin Technologies). Amestecul reactiei se pdstreazd la temperatura de
30°C, agitandu-se rotativ la 220 rpm timp de 24 ore. Enzima este filtratd si apoi spalatd cu
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metanol. Ulterior la amestec (filtrat) se adaugd 0,5 g de KOH (2 eq) si se continud agitarea
timp de 6 ore la temperatura de 30°C. Ulterior amestecul este evaporat in vid. Aceasta permite
racemizarea completd si hidroliza esterului R fard racemizarea acidului S. Reziduul este extras
cu acetat de etil si apoi spélat cu solutie de acid citric de 10%. Extractia cu acetat de etil nefiind
suficientd, acidul hidrosolubil este re-extras cu solutie de butan-1-ol. Extractele sunt uscate pe
MgSO, pentru a obtine, dupd evaporare, 1,9 g de acid in raport de 75:25 (S:R). Acest acid
imbogdtit enantiomeric este utilizat intr-o a doua reactie enzimatica in prezenta a 0,2 g de
lipaza. Dupd 24 de ore la temperatura de 30°C, enizma este filtratd si apoi spalatd cu metanol.

Dupa evaporare, reziduul este cromatografiat pe o coloand de silice (eluant CH,Cl,/MeOH
de la 99/1 1a 99/2) pentru a obtine urmatoarele produse:

Acid (5): 1,33 g; po > 96 %; randamentul acidului (teoretic 75%): 67 %

Ester (R): 0,42 g; po > 96 %; randamentul esterului (teoretic 25%): 21%

Randamentul global al reactiei este ~88 %.

Descrierea RMN si SM a acidului

"H RMN (DMSO-d6, ppm / TMS): 3,17 (dd; 1H; 13,6Hz; 2,4Hz); 3,27 (dd; 1H; 13,6Hz;
5,3Hz); 4,13 (dd; 1H); 3,71 (s;3H); 6,78 (s; 1H); 6,80 (s; 1H); 12,40 (s; 1H).

SM (EI+) Ion molecular M+ la m/z 208.

Descrierea RMN si SM a esterului

"H RMN (DMSO-d6, ppm / TMS) = 3,19 (dd; 1H; 13,6Hz; 2,4 Hz); 3,33 (dd; 1H; 13,6Hz;
5,5Hz); 3,65 (s; 3H); 3,71 (s; 6H); 4,23 (dd; 1H); 6,79 (s; 1H); 6,82 (s;1H).

SM (EI+) Ion molecular M+ la m/z 222.

Succesiunea reactiilor este controlatd prin HPLC in faza chirala, in condifii ce permit
determinarea excesului enantiomeric atat al esterului cit si al acidului:

coloana Chiralpak® IC 250* 4,6

30% etanol absolut + 0,1% TFA + 70% heptan + 0,1% TFA

Iml/min, 25°C, 288nm

EXEMPLUL 6: 3,4-Dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de metil

Se¢ dizolva acidul 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic (3 g — 14,4 mmol)
in metanol si se adaugad clorura de acetil (1,65 g — 21,1 mmol).

Se incédlzeste la reflux amestecul reactiei timp de 2 ore. Analiza prin CSS (eluant:
diclormetan) indicd absenta materialului initial al acidului racemic.

Se evapord amestecul reactiei, se extrage reziduul 1n acetat de etil si se spald faza organica
cu NaHCOs. Se evapord péand la uscare, si se usuca pentru la obtinerea produsului din titlu intr-
un randament de 97 %.

EXEMPLUL 7: (78)-3,4-Dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat  de
metil

2 g (c = 100 g/L) de metil racemic 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat
se dizolvd 1n 20 mL de amestec de 80/20 de acetonitril/tampon pH=7.

Apoi la amestec se adaugd 0,4 g (c =20 g/L) de lipaza de Candida antarctica NOVOZYM
435® (Novozymes Denmark) (raportul E/S - 1/5). Amestecul reactiei se mentine la
temperatura de 30°C, agitandu-se rotativ la 230 rpm.

Dupa 4 ore de reactic (pH=5,8), pH-ul este ajustat la 7,2. Dupa 24 ore, enzima este filtratd
si spalatd prin agitare in metanol. Toti filtratii se colecteaza, se evaporeaza si se liofilizeaza.

Liofilizatul este extras in acetat de etil, se agitd timp de o noapte, dupd care amestecul
reactiei este filtrat iar filtratul este evaporat.

Reziduul este purificat pe o coloana de silice (eluant diclormetan/metanol) pentru a obtine
0,81 g de ester din titlu (75), adica intr-un randament de 41 %.

[a]*p la 589nm: +64,7° (5 mg/ml in MeOH)

Fractiunca care contine acidul este extras in acetat de etil pentru a obtine 0,72 g de acid
(7R), adica intr-un randament de 36 % .
[a]*p 1a 589nm: -58.8° (5 mg/ml in MeOH)
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EXEMPLUL 8: (78) -3,4-Dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de
metil

3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de metil racemic (1 mg; c=1g/L)
se dizolvd In 1 mL de amestec de tampon fosfat pH="7/toluen in raport de 90/10.

Apoi la amestec se adaugd 5 mg (c = 5 g/L) de lipazd din Pseudomonas fluorescens
(raportul E/S - 5/1). Amestecul reactiei se mentine la o temperatura de 28°C, cu agitare rotativa
la 220 rpm timp de 48 ore.

Amestecul reactiei este analizat prin HPLC in fazd inversd, iar enantioselectivitatea (ee)
esterului rezidual este controlat prin HPLC in fazd chirala, in conformitate cu metodele
descrise mai jos:

Conditiile de analiza a amestecului de reacfie prin HPLC in fazd inversa:

Kinetex® 2,6um C18 50%2,1 , 40°C, 0,6ml/min100 % A la 100 % B timp de Sminute.

A (1000 apa+25 ACN+1 ATFA)

B (1000 ACN+25 apa+1 ATFA)

Conditiile de analiza a enantioselectivitafii prin HPLC in faza chirald:

coloana Chiralpak® IC 250% 4.6, 100% etanol absolut, 1ml/min, 25°C, 288nm

Enantiomer Timp de retentie (min)
(7R) 7,19
(75) 9,03

Analiza amestecului reactiei aratd o activitate hidroliticd bund (procentajul de ester
rezidual: 25%).
Analiza enantioselectivitdtii indicd un ee¢ de 90% pentru esterul (75).

EXEMPLUL. 9: Acid 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic

Se suspenda acidul (7R)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic (50 mg -
ee > 95%) In metanol (1 mL) si se adauga hidroxid de potasiu (20 mg).

Amestecul reactiei se incélzeste la o temperaturd de 65°C timp de 24 de ore. Se observa
racemizarea completd a acidului.

Conditii de analiza:

Coloana Chiralpak® IC 250%* 4,6

30% etanol absolut + 0,1 % ATFA + 70% heptan + 0,1% ATFA

Iml/min, 25°C, 288nm

EXEMPLUL 10: (75)-3,4-Dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
carboxamida

Se suspendd acidul (75)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilic obtinut in
Exemplul 5 (300 mg) in THF (3 mL) la temperatura mediului ambiant, apoi se adaugd
trietilamina (200 ul). La acest amestec se adaugd lent cloroformat de etil (150 ul.). Amestecul
reactiei se precipitd (amestecul I).

Intr-un alt flacon, metilamina, ca solutie 2M in THF (2,25 mL) se amestecd cu apa (1 ml) si
trietilamina (300 uL). Se agitd in continuu timp de 20 de minute, iar apoi amestecul rezultat se
adaugd la amestecul I si se agitd la temperatura mediului ambiant, timp de o noapte.

Amestecul reactiel este apoi evaporat si purificat prin HPLC preparativa.

(75)-3,4-Dimethoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxamida este obtinutd intr-
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 (s; 1H).

EXEMPLUL 11: (75)-3,4-Dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
carboxamida

Se¢ suspenda (75)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de metil (500 mg)
in apé si apoi se adauga lent, la temperatura mediului ambiant, 20 mL de solutie de metilamind
de 33% in etanol absolut.

Dupd ce se agitd timp de 3 ore, amestecul reactiei este evaporat. Reziduul obtfinut este
purificat prin HPLC preparativd (eluant: apd/acetonitril/acid trifluoroacetic de la 98/2/0,2 la
20/80/0,2) timp de 30 de minute pentru a obtine produsul din titlu Intr-un randament de 70%.
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EXEMPLUL 12: (75)-3,4-Dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-il]-N-metil -
metanamina

Se suspenda (795)-3,4-dimetoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxamida
(450 mg) in tetrahidrofuran (20 mL) si apoi la amestecul reactiei se adaugd lent 1,6 mL de
solutie de LiAlH; 2M in tetrahidrofuran la temperatura mediului ambiant. Se observd o
degajare puternicd de gaze si amestecul reactiei devine limpede. Amestecul reactiei se
incélzeste la reflux timp de 30 de minute.

Dupd ce se readuce la temperatura mediului ambiant, se hidrolizeaza si apoi se extrage prin
acetatul de etil. Se usucd pe MgSO, si apoi se evapord. Reziduul obtinut este purificat prin
HPLC preparativa (eluant: apd/acetonitril/acid trifluoroacetic de la 98/2/0,2 1a 20/80/0,2) timp
de 30 de minute pentru a obtine produsul din titlu intr-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 (s; 1H).

EXEMPLUL 13: (75)-3,4-Dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-il]-N-metil -
metanamini clorhidrat

20 mL de solutic molard de BH; in tetrahidrofuran se adauga la temperatura mediului
ambiant la amestecul de 2,2 g (10 mmol) de (75)-3,4-dimethoxi-N-metilbiciclo[4.2.0]octa-
1,3,5-trien-7-carboxamida in 45 mL de tetrahidrofuran. Dupd 1 ora de agitare, se adaugd 10 mL
de solutie de BH; in tetrahidrofuran. Dupd ce s-a agitat pe parcursul noptii la temperatura
mediului ambiant, se adaugd 20 mL de ctanol in picdturi si amestecul se agitd pand cand nu se
mai degaja gaz (aproximativ 1 ord). Apoi se adaugd 20 mL de solutie de acid clorhidric in
etanol in forma de picaturi. Dupa ce se agita timp de 4 ore, precipitatul obtinut (1,2 g de produs
din titlu) este filtrat. Filtratul este concentrat §i s¢ obtin incd 0,65 g de produs din titlu,
solidificandu-I intr-un amestec de acetat de etil/etanol in raport de 80/20.

Cele doud precipitate sunt combinate pentru a se obtine 1,85 g de produs din titlu
(randament: 77 %).

EXEMPLUL, 14: Clorhidrat de ivabrading

Se mtroduc 5,5 kg de 3-[2-(1,3-dioxolan-2-1l)etil]-7,8-dimethoxi-1,3-dihidro-2H-3-
benzazepind-2-ond, 27,5 litri de etanol si 550 g de paladiu pe carbon intr-o autoclava.

Se¢ purjeaza cu azot i apoi cu hidrogen, se incélzeste pand la 55°C apoi se hidrogencazi la
aceastd temperaturd sub o presiune de 5 bari, pand la absorbtia cantitatii teoretice de hidrogen.

Apoi se readuce la temperatura mediului ambiant gi se reduce presiunea in autoclava.

Ulterior se adauga 4 kg de clorhidrat de (75)-3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-
il]-N-metilmetanamind, 11 litri de etanol, 5,5 litri de apd si 1 kg de paladiu pe carbon.

Se purjeazd cu azot si apoi cu hidrogen, se incédlzeste pand la temperatura de 85°C si apoi se
hidrogeneazd la aceastd temperaturd sub o presiune de 30 de bari, pana la absorbtia cantitatii
teoretice de hidrogen.

Apoi se readuce la temperatura mediului ambiant, se purjeazd autoclava si apoi se filtreaza
amestecul reactiei; se distileazd solventii si apoi se izoleaza clorhidratul de ivabradind prin
cristalizare dintr-un amestec de toluen/1-metil-2-pirolidinona.

Astfel clorhidratul de ivabradind este obtinut intr-un randament de 85% si cu o puritate
chimicad mai mare de 99%.

EXEMPLU comparativ: Screeningul lipazelor si a esterazelor pentru hidroliza
enzimatica a 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilatului de metil

Se¢ dizolva 3,4-dimetoxibiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-trien-7-carboxilat de metil racemic (1 mg;
c=1g/L)in 1 mL de amestec de tampon fosfat pH=7/toluen de 90/10.

5mg (c =5 g/L) de lipaza sau esterazd studiatd se adaugd apoi la amestec (raport E/S - 5/1).
Amestecul reactiel se mentine la o temperaturd de 28°C, cu agitare rotativa la 220 rpm timp de
48 de ore.

Amestecul reactiel este analizat prin HPLC in fazi inversd si enantioselectivitatea (ee)
esterului rezidual este controlata prin HPLC in fazd chirald, conform metodelor descrise mai
jos:

Condifii de analiza a amestecului de reacfie prin HPLC in faza inversa:

Kinetex® 2.6um C18 50%*2.1, 40°C, 0.6 ml/min 100 % A la 100% B in Sminute

A (1000 apa+25 ACN+1 ATFA)

B (1000 ACN+25 apa+1 ATFA)
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Conditii de analiza a enantioselectivitafii prin HPLC in fazd chirald:
Coloana Chiralpak® IC 250%4,6 100 % etanol absolut, 1 ml/min, 25°C, 288 nm

Enantiomer Timp de retentie (min)
5 (7R) 7,19
(75) 9,03

Rezultatele sunt prezentate sumar in urmatorul tabel

Lipaza pancreaticd de porc Tip II - 100 0 -
Lipaza PS (Pseudomonas cepacia) 55 45 34 (enantio S) 3
Lipazd AY 30 (Candida rugosa) - 100 -
Lipaza FAP-15 (Rhizpous oryzae) 45 55 52 (enantio S) 4
Lipazd A6 (Aspergillus niger) 76 24 68 (enantio R) 0
Lipaza AH (Pseudomonas cepacia) 90 10 14 (enantio S) 8
Lipaza M "Amano"10 (Mucor javanicus) 60 40 36 (enantio S) 5
Lipaza din Aspergillus oryzae 78 22 64 (enantio S) P
Lipaza G "Amano" (Penicillium camemberti) 40 60 26 (enantio R) 2
Lipazd AYS "Amano" (Candida rugosa) 60 40 4 (enantioR) |1
Lipazd R "Amano" (Penicillium roqueforti) - 100

Esterazd din ficat de porc - 100

Esterazd din Rhizpous oryzae 40 60 50 (enantio S) 3
Esteraza din Mucor miehei 79 21 45 (enantio S) 6
Esterazd din ficat de cal - 100

Newlazad F (Rhizpous niveus) - 100 -
Lipaza de Pseudomonas fluorescens 25 75 90 (enantio S)
Lipazi B de Candida antarctica (Novozym® 435) 30 70 94 (enantio S)

10
* Exces enantiomeric ee (en %) = % enantioE2 - % enantioE1 / % enantio E2 + % enantio
E1 (enantio E2 fiind enantiomerul predominant)
® Coeficient de enantioselectivitate E = In[(1-c)(1-ee(S)] / In[(1-c)(1+ee(S)]; ¢ = nivelul de
conversie = ee(ester) /ee(ester) + ee(acid)
15

Descrierea se publici in redactia solicitantului si in baza revendicarilor coordonate.
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(57) Revendicari:
1. Procedeu de obtinere a compusului optic pur cu formula (Ia):
H,C—O N
s (Ia)
e—0” NF ‘('")];o
3 .
HO

care cuprinde esterificarea enzimaticd enantioselectivd a acidului racemic sau a unui alt
acid non optic pur, cu formula (X):
H,C—O
X
H.C—O O

HO

cu ajutorul unei lipaze de Candida antarctica sau Pseudomonas fluorescens,

mtr-un amestec de alcool ROH, unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cq liniard sau
ramificati, si un cosolvent organic,

intr-o concentratie cuprinsa intre 5 si 500 g de compus cu formula (X) pe litru de amestec
de solventi,

intr-un raport E/S cuprins intre 10/1 si 1/100,

la o temperatura cuprinsd Intre 25°C si 40°C.

2.  Procedeu conform revendicarii 1, unde raportul E/S este cuprins intre 1/5 si 1/10.

3.  Procedeu conform uneia dintre revendicarile 1-2, unde alcoolul ROH este metanol, iar
co-solventul este acetonitril.

4. Procedeu conform revendicirii 3, unde raportul de acetonitril/metanol este cuprins
intre 8/2 s1 9/1.

5.  Procedeu conform uneia dintre revendicarile 1-4, unde esterul cu configuratia (R),

produsul secundar al reactiei:
H,C—O

(R)

O\
R

este hidrolizat prin actiunea unei baze pentru a forma acidul racemic cu formula (X) cu
scopul de a fi reciclat In procesul de esterificare enzimatica.

6. Procedeu conform revendicarii 5, unde baza este KOH.

7. Procedeu conform unecia dintre revendicdrile 5 sau 6, unde ctapa de
hidrolizd/racemizare este efectuatd in situ.

8. Procedeu conform uneia dintre revendicirile 1-7, unde acidul cu formula (Ia) este
izolat dupa unul sau mai multe cicluri de esterificare enzimatica.

Procedeu de sintezi a compusului optic pur cu formula (Ib):

H CcC—0
j | (Ib),
®
7¢O
RO
unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cs liniard sau ramificata,
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care cuprinde hidroliza enzimaticd enantioselectivd a esterului racemic sau a unui alt ester
non optic pur, cu formula (XI):

X
j| (XD,
=

H,C—0 0

H,C—O0

RO

unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cs liniard sau ramificatd,

cu ajutorul unei lipaze de Candida antarctica sau Pseudomonas fluorescens, in apa, intr-o
solutie tampon cu pH=5 péand la 8 sau intr-un amestec de solvent organic si apa sau solutie
tampon cu pH=>5 pénd la 8§, intr-o concentratie cuprinsd intre 1 si 200 g de compus cu formula
(XT) pe litru de solvent sau amestec de solventi,

intr-un raport E/S cuprins intre 10/1 si 1/100,

la o temperatura cuprinsd intre 25°C si 40°C,

urmata de izolarea esterului cu formula (Ib).

10. Procedeu de sinteza conform revendicarii 9, unde raportul E/S este cuprins intre 1/5 si
1/10.

11. Procedeu de sintezd conform uneia dintre revendicarile 9 - 10, unde R este o grupare
metil.

12, Procedeu de sintezd conform uncia dintre revendicarile 9 - 11, unde reactia este
realizata intr-un amestec de acetonitril i o solutie tampon cu pH=7.

13. Procedeu de sintezd conform revendicarii 12, unde raportul de acetonitril/tampon
pH=7 este cuprins intre 8/2 51 9/1.

14. Procedeu de sintezd conform uneia dintre revendicirile 9-13, unde acidul cu
configuratia (R):

H,C—O

R)

HO

produsul secundar al reactiei,

este racemizat prin actiunea unei baze, dupd care acidul racemic astfel obtinut este alchilat
pentru a forma ester racemic cu formula (XI), pentru a fi reciclat in procesul de hidroliza
enzimatica.

15. Procedeu de sintezd conform revendicarii 14, unde acidul cu configuratia (R) este
racemizat prin actiunea KOH la cald.

16. Procedeu de sinteza conform uneia dintre revendicarile 9 - 13, unde acidul cu
configuratia (R), produsul secundar al reactiei:

H,C—O

(R)

HO

este mai intéi alchilat, ulterior esterul cu configuratia (R) astfel obtinut este racemizat prin
actiunea unei baze, pentru a fi reciclat in procesul de hidroliza enzimatica.

17. Procedeu de sinteza conform revendicdrii 16, unde esterul cu configuratia (R) este
racemizat prin actiunea DBU la cald sau a KOH la temperatura mediului ambiant.

18. Procedeu de sintezd a compusului cu formula (III):

H,C—O

o 4 (I
H,C—0 N
CH,

pornind de la nitrilul cu formula (IV):
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H,C—O
H,C—0 N
N N
care este hidrolizat pentru a forma acidul racemic cu formula (X):

H,C—0
X,

H.C—0

:
O\\j
O

esterificarea enzimaticd a caruia, conform uneia dintre revendicdrile 1 — 10, duce la
obtinerea acidului optic pur cu formula (Ia):

H3c—oj N
| (Ta).
)

HO
care ulterior este transformat in amida optic purd cu formula (XII):

H,C—O
L©®
H.C—O K

HN

H,C—O

reducerea céreia duce la obtinerea compusului cu formula (I11).
19. Procedeu de sintezi a compusului cu formula (IIT):

H,C—0
(Im

:

H,C—O0 N

pornind de la nitrilul cu formula (IV):

H,C—O N
Ivy,
H.C—O =
3 N\
N N
care este hidrolizat pentru a forma acidul racemic cu formula (X):
H,C—O0
X)

H,C—0O

:
O\;
O

si ulterior alchilat pentru a forma esterul racemic cu formula (XI):
H,C—O
(XI),

H,C—0O

:
O\;
o

unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cs liniard sau ramificata,
hidroliza enzimatica a ciruia, conform uneia dintre revendicirile 9-17, duce la obtinerea
esterului optic pur cu formula (Ib):



MD 4467 C1 2017.09.30

17

H,C—0
o)

H,C—0 "'7;0
RO

unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cs liniard sau ramificata,
care este transformat in amidd optic purd cu formula (XII):

H,C—0
JO)

H,C—0 "'740
HN

~N
CH,

reducerea céreia duce la obtinerea compusului cu formula (III).
20. Procedeu de sintezd conform uneia dintre revendicarile 18 sau 19, unde reducerea
compusului cu formula (XII) pentru a forma compusul cu formula (III) este efectuatd de BH;,

NaBH, sau LiAlH,
21. Procedeu de sintezd a ivabradinei pornind de la nitrilul cu formula (IV):

H,C—O0 N

| (IV).
H,C—0O Z

3 N\
N N

care este hidrolizat pentru a forma acidul racemic cu formula (X):
H,C—0 N

| (X).

Z
H,C—0 0
HO

esterificarea enzimaticd a caruia, conform uneia dintre revendicdrile 1 — 10, duce la
obtinerea acidului optic pur cu formula (Ia):

H,C—0
|

H,C—O "1740
HO

care este ulterior transformat in amida optic purd cu formula (XII):

H,C—0
L&

H,C—0 "'790
HN

~
CH

reducerea careia duce la obtinerea compusului cu formula (I11).

H,C—O N
| P o (1)

H,C—0 N

3

unde compusul cu formula (IIT) este ulterior cuplat cu un compus cu formula (XIII):



MD 4467 C1 2017.09.30

18

CH,O

N ~X (X,

CH,0

O
unde X reprezintd un atom de halogen,
ori supus unei reactii de aminare reductivd cu un compus cu formula (XIV) In prezenta unui
agent reducdtor:
CH,0

N (XIV),

2

CH,0

O
unde R, reprezintd o grupare selectatd dintre CHO si CHR3R,,
unde R; si Ry reprezintd fiecare o grupare alcoxi (C;-Cg) liniard sau ramificatd sau
formeaza, impreund cu atomul de carbon care le¢ poartd, un ciclu 1,3-dioxan, 1,3-dioxolan sau
1,3-dioxepan, pentru a obtine ivabradina, care este ulterior transformatd intr-o sare de aditie cu
un acid acceptabil farmaceutic, sarea respectiva fiind in forma anhidra sau hidrata.
22, Procedeu de sintezd a ivabradinei pornind de la nitrilul cu formula (IV):

H,C—0 N
| av).
H,C—0O Z
3 \\N

care este hidrolizat pentru a forma acidul racemic cu formula (X):

H,C—0 N
| X
=
H,C—0 0
HO
1ar ulterior este alchilat pentru a forma esterul racemic cu formula (XI):
H,C—0
(XD,
H,C—0 o
RO

unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cs liniard sau ramificatd,
hidroliza enzimaticad a caruia, conform uneia dintre revendicarile 11 — 21, duce la obtinerea
esterului optic pur cu formula (Ib):

H,C—0 XN
| (Ib),
/ 2

H,C—O 7;0
RO

unde R reprezintd o grupare alchil C;-Cs liniard sau ramificata,
care este transformat in amidd optic purd cu formula (XII):

H,C—0 N
| (XID,
i

reducerea careia duce la obtinerea compusului cu formula (I11)

H,C—0
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H,C—O N

- i
H,C—O N

(D

unde compusul cu formula (IIT) este ulterior cuplat cu un compus cu formula (XIII):
CHLO

Neo X (XIID),
CH,0

0

unde X reprezintd un atom de halogen,
ori supus unei reactii de aminare reductivd cu un compus cu formula (XIV) In prezenta unui

agent reducdtor:
CH,0
N\/\R (XIV),
2
CH,0
O

unde R, reprezintd o grupare selectatd dintre CHO si CHR;R,,

unde R; si Ry reprezintd fiecare o grupare alcoxi (C;-Cg) liniard sau ramificatd sau
formeaza, impreund cu atomul de carbon care le¢ poartd, un ciclu 1,3-dioxan, 1,3-dioxolan sau
1,3-dioxepan, pentru a obtine ivabradind, care este ulterior transformatd intr-o sare de aditie cu
un acid acceptabil farmaceutic, sarea respectiva fiind in forma anhidra sau hidrata.
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