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DESCRIPCION
Nuevos compuestos y procedimientos para su produccion

La presente invencion se refiere a andlogos de ansamicina que son Utiles, por ejemplo, en el tratamiento del cancer,
los tumores malignos de linfocitos B, malaria, infeccién flngica, enfermedades del sistema nervioso central y
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades dependientes de la angiogénesis, enfermedades autoninmunes o
como un pretratamiento profilactico del cancer. La presente invencion también proporciona procedimientos para la
produccién de estos compuestos y su uso en medicina.

Antecedentes de la invencién

El desarrollo de farmacos contra el cancer altamente especificos con una baja toxicidad y caracteristicas
farmacocinéticas favorables constituye un reto muy importante en la terapia contra el cancer.

La proteina de choque térmico de 90 kDa (Hsp90) es una abundante chaperona molecular implicada en el
plegamiento y el ensamblaje de proteinas, muchas de las cuales estan implicadas en las rutas de transduccion de
sefiales (para mas informacion, véase Neckers, 2002; Sreedhar et al., 2004a; Wegele et al., 2004 y las referencias
gue aparecen en dichos documentos). Hasta la fecha, se han identificado casi 50 de las denominadas proteinas
cliente, e incluyen receptores esteroideos, tirosina quinasas no receptoras, por ejemplo, la familia src, quinasas
dependientes de la ciclina, por ejemplo, cdk4 y cdk6, el regulador de la transmembrana de la fibrosis quistica, la
oxido nitrico sintasa y otras (Donzé y Picard, 1999; McLaughlin et al., 2002; Chiosis et al., 2004; Wegele et al., 2004;
http://www.picard.ch/down-loads/Hsp90interactors.pdf). Ademas, la Hsp90 desempefia un papel clave en la
respuesta al estrés y la proteccion de la célula contra los efectos de la mutacion (Bagatell y Whitesell, 2004; Chiosis
et al., 2004). La funcién de la Hsp90 es compleja e implica la formacién de complejos multienzimaticos dinamicos
(Bohen, 1998; Liu et al.; 1999; Young et al., 2001; Takahashi et al., 2003; Sreedhar et al., 2004; Wegele et al., 2004).
La Hsp90 es una diana para los inhibidores (Fang et al., 1998; Liu et al., 1999; Blagosklonny, 2002; Neckers, 2003;
Takahashi et al., 2003; Beliakoff y Whitesell, 2004; Wegele et al., 2004) que provoca la degradacion de proteinas
cliente, la desregulacion o la normalizacion y la apoptosis del ciclo celular. Mas recientemente, se ha identificado la
Hsp90 como un importante mediador extracelular de la invasion tumoral (Eustace et al., 2004). La Hsp90 se
identificé como una nueva diana terapéutica de gran importancia para la terapia contra el cancer, lo que se refleja en
la intensa y detallada investigacion acerca de la funcion de Hsp90 (Blagosklonny et al., 1996; Neckers, 2002;
Workman y Kaye, 2002; Beliakoff y Whitesell, 2004; Harris et al., 2004; Jez et al., 2003; Lee et a/., 2004) y el
desarrollo de andlisis de rastreo de alto rendimiento (Carreras et al., 2003; Rowlands et al., 2004). Los inhibidores de
Hsp90 incluyen clases de compuestos tales como ansamicinas, macrdlidos, purinas, pirazoles, antibiéticos de
coumarina y otros (para mas informacion, véase Bagatell y Whitesell, 2004; Chiosis et al., 2004 y las referencias que
aparecen en dichos documentos).

Las ansamicinas bencenoides son una amplia clase de estructuras quimicas que se caracterizan por un anillo
alifatico de longitud variable unido a cada lado de una estructura anular aromatica. Las ansamicinas naturales
incluyen: macbecina y 18,21-dihidromacbecina (también denominada macbecina | y macbecina Il respectivamente)
(1 y 2; Tanida et al., 1980), geldanamicina (3; DeBoer et al., 1970; DeBoer y Dietz, 1976; WO 03/106653 y las
referencias que aparecen en dichos documentos) y la familia de la herbimicina (4; 5, 6, Omura et al., 1979, lwai et
al., 1980 y Shibata et al, 1986a, WO 03/106653 y las referencias que aparecen en dichos documentos).

OH

macbecina, 1

18,21-dihidromacbecina (macbecina Il), 2
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Las ansamicinas se identificaron originariamente por su actividad antibacteriana y antiviral. Sin embargo,
recientemente, su posible utilidad como agentes anticancerigenos ha cobrado el mayor interés (Beliakoff y Whitesell,
2004). Actualmente, se estan analizando muchos inhibidores de Hsp90 en ensayos clinicos (Csermely y Soti, 2003;
Workman, 2003). En particular, la geldanamicina tiene una potencia nanomolar y una especificidad aparente por las
células tumorales dependientes de proteinas quinasas aberrantes (Chiosis et al., 2003; Workman, 2003).

Se ha observado que el tratamiento con inhibidores de Hsp90 aumenta la induccién de la muerte de células
tumorales por radiacion, demostrandose ademas el aumento de la capacidad de provocar la muerte celular (por
ejemplo, cancer de mama, leucemia mieloide crénica y cancer pulmonar de células no pequefias) mediante la
combinacién de los inhibidores de Hsp90 con agentes citotoxicos (Neckers, 2002; Beliakoff y Whitesell, 2004).
También es de interés el potencial de actividad antiangiogénica: la proteina cliente de la Hsp90 HIF-1a desempefia
un papel clave en la progresion de los tumores sélidos (Hur et al., 2002; Workman y Kaye, 2002; Kaur et al., 2004).

Los inhibidores de Hsp90 también funcionan como inmunosupresores y estan implicados en la lisis inducida por
complementos de varios tipos de células tumorales tras la inhibicion de Hsp90 (Sreedhar et al., 2004). El tratamiento
con los inhibidores de Hsp90 también puede provocar la produccion de superédxidos (Sreedhar et al., 2004a)
asociada con la lisis mediada por las células inmunes (Sreedhar et al., 2004). También se ha tratado el uso de
inhibidores de Hsp90 como posibles farmacos contra la malaria (Kumar et al., 2003). Ademas, se ha observado que
la geldanamicina interfiere en la formacién de la proteina priénica de mamifero glicosilada compleja PrP® (Winklhofer
et al., 2003).

Como se ha descrito anteriormente, las ansamicinas son de interés como posibles compuestos contra el cancer y
tumores malignos de linfocitos B. Sin embargo, las ansamicinas actualmente disponibles presentan malas
propiedades farmacologicas o farmacéuticas, por ejemplo, presentan una baja hidrosolubilidad, una baja estabilidad
metabdlica, una baja biodisponibilidad o una baja capacidad de formulacion (Goetz et al., 2003; Workman 2003;
Chiosis 2004). Tanto la herbimicina A como la geldanamicina se identificaron como malos candidatos para los
ensayos clinicos debido a su fuerte hepatotoxicidad (véase Workman, 2003), siendo la geldanamicina retirada de los
ensayos clinicos en fase | debido a su hepatotoxicidad (Supko et al., 1995; WO 03/106653).

La geldanamicina se aislé de filtrados de cultivo de Streptomyces hygroscopicus y muestra una potente actividad in
vitro contra los protozoos, y una débil actividad contra las bacterias y los hongos. En 1994, se observo la asociacion
de la geldanamicina con Hsp90 (Whitesell et al., 1994). Se cloné y secuencié la agrupacién de los genes
biosintéticos de la geldanamicina (Allen y Ritchie, 1994; Rascher et al., 2003; WO 03/106653). La secuencia de ADN
esta disponible con el nimero de acceso NCBI de AY179507. Recientemente, se ha descrito el aislamiento de cepas
productoras de geldanamicina disefiadas genéticamente derivadas de S. hygroscopicus subsp. duamyceticus
JCM4427, y el aislamiento de 4,5-dihidro-7-O-descarbamoil-7-hidroxigeldanamicina y 4,5-dihidro-7-O-descarbamoil-
7-hidroxi-17-O-desmetilgeldanamicina (Hong et al., 2004). Al suministrar geldanamicina a la cepa productora de
herbimicina de AM-3672 de Streptomyces hygroscopicus, se aislaron los compuestos 15-hidroxigeldanamicina, el
andlogo triciclico de geldanamicina KOSN-1633 y metil-geldanamicinato (Hu et al., 2004). Los dos compuestos 17-
formil-17-desmetoxi-18-0O-21-O-dihidrogeldanamicina y 17-hidroximetil-17-desmetoxigeldanamicina se aislaron de
K279-78 de S. hygroscopicus. La cepa K279-78 de S. hygroscopicus es NRRL 3602 de S. hygroscopicus que
contiene cosmido pKOS279-78 que tiene un inserto de 44 kpb que contiene diversos genes de la cepa productora de
herbimicina AM-3672 de Streptomyces hygroscopicus (Hu et al., 2004). Se han efectuado sustituciones de los
dominios de aciltransferasa en cuatro de los médulos de la policétido sintasa de la agrupacion biosintética de la
geldanamicina (Patel et al.; 2004). Se llevaron a cabo sustituciones de AT en los mddulos 1, 4 y 5, produciendo los
analogos completamente procesados 1,4-desmetil-geldanamicina, 8-desmetil-geldanamicina y 6-desmetoxi-
geldanamicina, y la 4,5-dihidro-6-desmetoxigeldanamicina no procesada completamente. La sustitucion del médulo 7
AT conduce a la produccion de tres compuestos de 2-desmetilo, KOSN1619, KOSN1558 y KOSN1559, uno de los
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cuales (KOSN1559), un derivado de 2-desmetil-4,5-dihidro-17-desmetoxi-21-desoxilo de la geldanamicina, se une a
Hsp90 con una afinidad de unién 4 veces mayor que la geldanamicina y una afinidad de unién 8 veces mayor que
17-AAG. Sin embargo, esto no se refleja en una mejora de la medicion de la Clsp usando SKBr3. Otro analogo, una
nueva geldanamicina no benzoquinoide denominada KOS-1806, tiene una estructura monofendlica (Rascher et al.,
2005). No se dieron datos de actividad para KOS-1806.

En 1979, se aislé el antibitico de ansamicina, la herbimicina A, del caldo de fermentacién de la cepa de
Streptomyces hygroscopicus n.° AM-3672, que debe su nombre a su potente actividad herbicida. La actividad
antitumoral se establecié mediante el uso de células de una linea renal de rata infectada con un mutante sensible a
la temperatura del virus del sarcoma de Rous (VSR) para la deteccion de farmacos que revirtieran la morfologia
transformada de estas células (para mas informacion, véase Uehara, 2003). Se postulé que la herbimicina A actda
principalmente a través de la unién a proteinas chaperonas Hsp90, pero también se habl6 de la unién directa a los
residuos conservados de cisteina y la posterior desactivacion de quinasas (Uehara, 2003).

Se han aislado derivados quimicos, y los compuestos con sustituyentes modificados en el C 19 del ntcleo de la
benzoquinona y los compuestos halogenados en la cadena ansa mostraron una menor toxicidad y mayores
actividades antitumorales que la herbimicina A (Omura et al, 1984; Shibata et al, 1986b). La secuencia de la
agrupacién de genes biosintéticos de la herbimicina se identificé en el documento WO 03/106653 y en un articulo
reciente (Rascher et al., 2005).

Los compuestos de ansamicina macbecina (1) y 18,21-dihidromacbecina (2) (C-14919E-1 y C-14919E-1),
identificados por su actividad contra hongos y protozoos, se aislaron de los sobrenadantes de cultivos de Nocardia
sp n.° C-14919 (ATCC 31280 de Actinosynnema pretiosum subsp pretiosum) (Tanida et al, 1980; Muroi et al, 1980;
Muroi et al, 1981; US 4.315.989 y US 4.187.292). La 18,21-dihidromacbecina se caracteriza porque contiene la
forma dihidroquinona del ndcleo. Se observé que tanto la macbecina como la 18,21-dihidromacbecina poseian
actividades antibacterianas y antitumorales similares contra lineas celulares de cancer tales como la linea celular de
leucemia murina P388 (Ono et al., 1982). La macbecina no inhibié las actividades transcriptasa inversa ni
desoxinucleotidil transferasa terminal (Ono et al., 1982). En la bibliografia, se ha publicado la funcién inhibidora de
de la macbecina de Hsp90 (Bohen, 1998; Liu et al, 1999). En las patentes US 4.421.687 y US 4.512.975, se describe
la conversion de la macbecina y la 18,21-dihidromacbecina tras afiadirlas a un caldo de cultivo microbiano a un
compuesto con un grupo hidroxilo en lugar de un grupo metoxilo en una determinada posicion o determinadas
posiciones.

En el rastreo de una gran variedad de microorganismos del suelo, se identificaron los compuestos TAN-420A a E de
cepas productoras pertenecientes al género Streptomyces (7-11, EP 0 110 710).
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En 2000, se describié el aislamiento del metabolito de la ansamicina no benzoquinona relacionado con la
geldanamicina, la reblastatina, de cultivos celulares de Streptomyces sp. S6699 y su posible valor terapéutico en el
tratamiento de la artritis reumatoide (Stead et al., 2000).

Otro inhibidor de Hsp90 mas, distinto de las ansamicinas de benzoquinona no relacionadas quimicamente, es el
Radicicol (monoorden) que se descubrid originariamente por su actividad antifingica en el hongo Monosporium
bonorden (para mas informacion, véase Uehara, 2003), encontrandose que la estructura era idéntica al macrélido de
14 miembros aislado de Nectria radicicola. Ademas de su actividad antifingica, antibacteriana, antiprotozoaria y
citotoxica, posteriormente, se identific6 como un inhibidor de las proteinas chaperonas Hsp90 (para mas informacion,
véase Uehara, 2003; Schulte et al., 1999). También se ha descrito la actividad antiangiogénica del radicicol (Hur et
al., 2002) y sus derivados semisintéticos (Kurebayashi et al., 2001).
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Recientemente, se ha centrado el interés en los derivados 17-amino de la geldanamicina como una nueva
generacién de compuestos anticancerigenos de ansamicina (Bagatell y Whitesell, 2004), por ejemplo, 17-(alilamino)-
17-desmetoxi-geldanamicina (17-AAG, 12) (Hostein et al., 2001; Neckers, 2002; Nimmanapalli et al., 2003;
Vasilevskaya et al., 2003; Smith-Jones et al., 2004) y 17-desmetoxi-17-N,N-dimetilaminoetilamino-geldanamicina
(17-DMAG, 13) (Egorin et al., 2002; Jez et al., 2003). Mas recientemente, se derivé la geldanamicina en la posicion
17 para crear 17-geldanamicin-amidas, carbamatos, ureas y 17-arilgeldanamicina (Le Brazidec et al., 2003). Se ha
publicado un conjunto de mas de sesenta analogos de 17-alquilamino-17-desmetoxigeldanamicina y se ha analizado
su afinidad por Hsp90 y su hidrosolubilidad (Tian et al., 2004). Otro enfoque para reducir la toxicidad de la
geldanamicina es el direccionamiento selectivo y la administracién de un compuesto activo de geldanamicina a las
células malignas mediante la conjugacién con un anticuerpo monoclonal dirigido al tumor (Mandler et al., 2000).

HyCO (o] /\/s | z
& ~ - 0 (HaCpN ™~ >~ ) 0
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- H L a7 H | _ o H |
HiCQ | H1CO H1CO
_wOH 1aCq €Q |
HyCO /\ HaCo” \ Hyc0” O \
Az 0 | {f o /
W / ' - - P O
o4, ; o4 * o—4
NH, “NH “NH
geldanamicina, 3 ‘7-AAG, 12 2 17-DMAG. 13 ) 2

Aunque muchos de estos derivados presentan una reducida hepatotoxicidad, siguen teniendo sé6lo una
hidrosolubilidad limitada. Por ejemplo, 17-AAG requiere el uso de un vehiculo solubilizador (por ejemplo,
Cremophore®, DMSO-lecitina de huevo), pudiendo por si mismo provocar efectos secundarios en algunos pacientes
(Hu et al., 2004).

La mayor parte de la clase de ansamicinas inhibidoras de Hsp90 portan un resto estructural comdn: la
benzoquinona, que es un aceptor de Michael que puede formar facilmente enlaces covalentes con nucledfilos tales
como proteinas, glutitiona, etc. El resto de benzoquinona también sufre un equilibrio rédox con la dihidroquinona
durante el que se forman radicales de oxigeno que dan lugar a una mayor toxicidad inespecifica (Dikalov et al.,
2002).

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de identificar nuevos derivados de ansamicina que puedan tener utilidad
en el tratamiento del cancer y/o tumores malignos de linfocitos B, teniendo, preferentemente, dichas ansamicinas
una mejor hidrosolubilidad, un mejor perfil farmacolégico y un reducido perfil de efectos secundarios tras su
administracion. La presente invencion describe nuevos andlogos de ansamicina generados mediante la
biotransformacién y, opcionalmente, el disefio genético de la cepa productora precursora. En particular, la presente
invencioén revela nuevos analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina y otros analogos de ansamicina que, generalmente,
pueden tener mejores propiedades farmacéuticas en comparaciéon con las ansamicinas disponibles actualmente; en
concreto, se espera que presenten mejorias con respecto a una o mas de las siguientes propiedades: actividad
contra diferentes subtipos de cancer, toxicidad, hidrosolubilidad, estabilidad metabdlica, biodisponibilidad y
capacidad de formulacién. Preferentemente, los analogos de ansamicina (tales como los analogos de 18,21-
didesoxiansamicina) presentan una mejor biodisponibilidad.

Resumen de la invencién

En la presente invencién, se han suministrado unidades iniciadoras no naturales a una cepa productora de
geldanamicina, opcionalmente, en combinacién con la desactivaciéon o la eliminacion dirigida de los genes
responsables de las modificaciones posteriores a las PKS (modificaciones post-PKS) de la geldanamicina v,
opcionalmente, con la introduccién de genes posteriores a las PKS (genes post-PKS) apropiados para efectuar las
modificaciones post-PKS con el fin de producir nuevos analogos de ansamicina formados mediante la incorporacion
de una unidad iniciadora no natural y, por ejemplo, lo que da como resultado compuestos de 18,21-didesoxi-
ansamicina que pueden estar opcionalmente sustituidos con fllor o por otros sustituyentes. Opcionalmente, los
genes o los reguladores responsables de la biosintesis de la unidad iniciadora (acido iniciador) se pueden manipular
mediante la desactivacion o eliminacion dirigida, o se pueden modificar mediante otros medios, tales como la
exposicion de las células a la radiacion UV y la seleccidon del fenotipo que indique la interrupcién de la biosintesis de
la unidad iniciadora. El enfoque se puede aplicar a otras ansamicinas tales como herbimicina y reblastatina, asf
como a autolitimicina. El direccionamiento opcional de los genes post-PKS puede producirse a través de diversos
mecanismos, por ejemplo, mediante la integracién, la eliminacion dirigida de una region de la agrupacién de la
geldanamicina que incluya todos o algunos de los genes post-PKS, opcionalmente, seguida por la insercion de
genes/s u otros procedimientos que vuelvan los genes post-PKS o sus enzimas codificadas en no funcionales, por
ejemplo, la inhibicién quimica, la mutagénesis dirigida a un sitio o la mutagénesis de la célula, por ejemplo, mediante
el uso de radiacion UV. Ademas, se pueden reintroducir genes post-PKS de la agrupacion de la geldanamicina u otra
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agrupacion de la ansamicina tales como, pero sin limitacion, agrupaciones de machecina, herbimicina, reblastatina o
TAN para efectuar modificaciones post-PKS especificas. Como resultado de ello, la presente invencién proporciona
analogos de ansamicina tales como analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina, procedimientos para la preparacion de
estos compuestos y procedimientos para el uso de estos compuestos en medicina 0 como compuestos intermedios
en la produccion de compuestos adicionales.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona analogos de geldanamicina u otras
ansamicinas que carecen de la unidad iniciadora habitual y que tienen incorporada en su lugar una unidad iniciadora
que, por ejemplo, produce compuestos de 18,21-didesoxi-ansamicina que pueden estar opcionalmente sustituidos
con fldor o otros sustituyentes.

En un aspecto mas especifico, la presente invencion proporciona analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina segun la
siguiente formula (IA) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables:

Ry

en la que:

R representa H, OH, OMe;

R representa H o Me;

R3 representa H o CONHy;

cualquiera de los dos R4 y Rs representa H o, conjuntamente, representan un enlace (i.e. C4 a C5 es un
enlace doble);

Res representa H, OH, OMe o F;

R7 representa H o F;

Rg representa H o F.

Los analogos de ansamicina tales como los andlogos de 18,21-didesoxi-ansamicina también se denominan en la
presente memoria “compuestos de la invencién”, usandose dichas expresiones indistintamente en la presente
memoria.

La estructura anterior muestra un tautdbmero representativo, y la invencién engloba todos los tautémeros de los
compuestos de formula (IA), por ejemplo, los compuestos ceto en los que se ilustran compuestos enol y viceversa.

La invencién engloba todos los esterecisomeros de los compuestos definidos por la estructura (I) mostrada
anteriormente.

En otro aspecto adicional, la presente invencion proporciona analogos de ansamicina tales como compuestos de
férmula (1A) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para su uso como un compuesto farmacéutico.

Definiciones

Los articulos “un”, “uno” y “una” se usan en la presente memoria para referirse a uno o mas de uno (i.e., al menos
uno) de los objetos gramaticales de la particula. A modo de ejemplo, "un analogo" significa un analogo o mas de un
analogo.

Como se usa en la presente memoria, el término “analogo/s " se refiere a compuestos quimicos que son
estructuralmente similares a otros, pero que difieren ligeramente en la composicion (como en el reemplazo de un
atomo por otro, o0 en la presencia o ausencia de un determinado grupo funcional).
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La expresion "analogo de 18,21-didesoxi-ansamicina ", como se usa en la presente solicitud, se refiere a
compuestos segun la formula (1A).

Como se usa en la presente memoria, el término "homélogo/s " se refiere a un homdlogo de un gen o de una
proteina codificada por un gen revelado en la presente memoria, bien de una agrupaciéon biosintética de la
macbecina alternativa de una cepa productora de macbecina diferente o un homaélogo de una agrupacion alternativa
de genes de biosintesis de la ansamicina, por ejemplo, de geldanamicina, herbimicina, autolitimicina o reblastatina.
Dicho/s homdlogo/s codifica/n una proteina que realiza la misma funciéon o puede realizar por si misma la misma
funcién que dicho gen o proteina en la sintesis de la macbecina o un policétido de ansamicina relacionado.
Preferentemente, dicho/s homélogo/s tiene/n al menos una identidad secuencial del 40 %, preferentemente, una
identidad secuencial del al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 % con la
secuencia del gen revelado en particular en la presente memoria (Tabla 3, la SEC ID N.° 11, que es una secuencia
de todos los genes de la agrupacion de la que se pueden deducir las secuencias de determinados genes). El
porcentaje de identidad se puede calcular usando cualquier programa conocido por el experto en la técnica tal como
BLASTNn o BLASTDp, disponibles en el sitio web de NCBI.

Como se usa en la presente memoria, el término "cancer " se refiere a un nuevo crecimiento benigno o maligno de
células en la piel o en 6rganos del cuerpo, por ejemplo, pero sin limitacion, mama, préstata, pulmon, rifién, pancreas,
cerebro, estdbmago o intestino. Los canceres tienden a infiltrarse en el tejido adyacente y propagarse (metastasis) a
organos distantes, por ejemplo, al hueso, higado, pulmén o cerebro. Como se usa en la presente memoria, el
término “cancer” incluye tanto tipos de células tumorales metastasicas tales como, pero sin limitacion, melanoma,
linfoma, leucemia, fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y mastocitoma, como tipos de carcinomas de tejidos tales como,
pero sin limitaciéon, cancer colorrectal, cancer de préstata , cancer de pulmén de células pequefias y cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de vejiga, cancer renal, cancer
gastrico, glioblastoma, cancer primario de higado y cancer de ovario.

Como se usa en la presente memoria, la expresién “tumores malignos de linfocitos B " incluye un grupo de
trastornos que incluyen leucemia linfocitica crénica (LLC), mieloma multiple y linfoma no Hodgkin (LNH). Se trata de
enfermedades neoplasicas de la sangre y de los 6rganos hematopoyéticos que provocan insuficiencias de la médula
Osea y del sistema inmune, convirtiendo al huésped en muy susceptible a la infeccidn y la hemorragia

Como se usa en la presente memoria, el término "biodisponibilidad " se refiere al grado hasta el que o a la
velocidad a la que se absorbe un farmaco u otra sustancia o se vuelve disponible en el sitio de la actividad biolégica
tras su administracion. Esta propiedad depende de una serie de factores entre los que se incluyen la solubilidad del
compuesto, la tasa de absorcion en el intestino, el grado de unién de proteinas y el metabolismo, etc. En Egorin et
al. (2002), se describen diversas pruebas de biodisponibilidad que serian familiares para el experto en la técnica.

El término "hidrosolubilidad ", como se usa en la presente solicitud, se refiere a la solubilidad en medios acuosos,
por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,3.

La expresion "cepa productora de ansamicina ", como se usa en la presente solicitud, se refiere a cepas, por
ejemplo, cepas de tipo natural, como las ejemplificadas por un estreptomiceto, tales como cepas productoras de
geldanamicina, cepas productoras de herbimicina, cepas productoras de reblastatina y cepas productoras de
autolitimicina. Asi pues, los ejemplos incluyen NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus o
DSM4137 de Streptomyces sp. o DSM40699 de Streptomyces violaceusniger, que producen ansamicinas tales
como geldanamicina o herbimicinas (por ejemplo, herbimicina A, B o C), y S6699 de Streptomyces sp. 0 JX-47 de
Streptomyces autolyticus, que producen ansamicinas tales como reblastatina o autolitimicina cuando se cultivan en
condiciones adecuadas, por ejemplo, cuando se suministran al alimento iniciador natural &cido 3-amino-5-
hidroxibenzoico.

Asi pues, la expresion "cepa productora de geldanamicina ", como se usa en la presente solicitud, se refiere a
cepas, por ejemplo, a cepas de tipo natural como las ejemplificadas por un estreptomiceto, tales como NRRL3602 de
Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus o DSM4137 de Streptomyces sp. o0 DSM40699 de Streptomyces
violaceusniger que producen geldanamicina cuando se cultivan en condiciones adecuadas, por ejemplo, cuando se
suministran al alimento iniciador natural acido 3-amino-5-hidroxibenzoico.

La expresion "cepa productora de herbimicina ", como se usa en la presente solicitud, se refiere a cepas, por
ejemplo, a cepas de tipo natural como las ejemplificadas por AM-3672 de Streptomyces hygroscopicus, que
producen herbimicinas, por ejemplo, herbimicina A, B o C cuando se cultivan en condiciones adecuadas, por
ejemplo, cuando se suministran al alimento iniciador natural &cido 3-amino-5-hidroxibenzoico.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "gen/es post-PKS " se refiere a los genes necesarios para las
modificaciones posteriores a las policétido sintasas del policétido, por ejemplo, pero sin limitacion, monooxigenasas,
O-metiltransferasas y carbamoiltransferasas. Especificamente, en el sistema de la macbecina, estos genes
modificadores incluyen mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT1, mbcMT2 y mbcP450.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "gen/es de biosintesis de la unidad iniciadora " se refiere a los
genes necesarios para la produccion de la unidad iniciadora incorporada de manera natural, el acido 3-amino-5-
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hidroxibenzoico (AHBA). Especificamente, en el sistema de la macbecina, estos genes de biosintesis de la unidad
iniciadora incluyen AHk (AHBA quinasa), Adh (aDHQ deshidrogenasa), AHs (AHBA sintasa), OX (oxidorreductasa),
PH (fosfatasa). Especificamente, en el sistema de la geldanamicina, se propone que el gen gdmO codifica la
aminodeshidroquinato sintasa necesaria para la sintesis del AHBA (Rascher et al., 2003) y en el sistema de la
herbimicina, se ha identificado hbmO (Rascher et al., 2005). Otras cepas que producen AHBA también contienen
genes de biosintesis del AHBA.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencién tales como los compuestos de formula
(I) incluyen sales convencionales formadas a partir de acidos o bases inorganicos u organicos farmacéuticamente
aceptables, asi como sales de adicién de acido de amonio cuaternario. Ejemplos mas especificos de sales acidas
adecuadas incluyen acido clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, fosférico, nitrico, perclérico, fumarico, acético,
propionico, succinico, glicolico, férmico, lactico, maleico, tartarico, citrico, palmoico, maldnico, hidroximaleico,
fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfonico, naftaleno-2-sulfonico,
hidroxinaftoico bencenosulfénico, yodhidrico, malico, esteroico, tannico y similares. Otros acidos tales como el acido
oxalico, aunque no son en si mismos farmacéuticamente aceptables, pueden ser Utiles en la preparacion de sales
utiles como compuestos intermedios para obtener los compuestos de la invencién y sus sales farmacéuticamente
aceptables. Ejemplos mas especificos de sales basicas adecuadas incluyen sales sodio, litio, potasio, magnesio,
aluminio, calcio, cinc, N,N'-dibenciletiiendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, N-
metilglucamina y procaina. Las referencias realizadas en lo sucesivo a un compuesto segun la invencion incluyen
tanto compuestos de férmula (I) como sus sales farmacéuticamente aceptables

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: Representacion de la biosintesis de la geldanamicina que muestra el primer compuesto intermedio libre de
enzima putativa, la progeldanamicina, y el procesamiento post-PKS en geldanamicina. La lista de las
etapas de procesamiento de PKS de la figura no pretende representar el orden de los hechos. Para
designar determinados genes de la agrupacion, se usan las siguientes abreviaturas: ALO: dominio de carga
de AHBA; ACP: proteina transportadora de acilo; KS: B-quetosintasa; AT: acil transferasa; OH:
deshidratasa; ER: enoil reductasa; KR: B-quetorreductasa.

Figura 2: Representacion de los sitios de procesamiento post-PKS de la pro-geldanamicina para dar geldanamicina.
Figura 3: Estructuras de los compuestos (14-25) descritas en los Ejemplos.
Figura 4: Estructuras de los compuestos (26-37) descritas en los Ejemplos.

Descripcion de la invencién

La presente invencion proporciona analogos de ansamicina, como los expuestos anteriormente, procedimientos para
la preparacion de estos compuestos, procedimientos para el uso de estos compuestos en medicina y el uso de estos
compuestos como compuestos intermedios 0 moldes para una posterior derivacion semisintética.

Cuando Rg representa H o OH, entonces no todos los R7, Rg y Rg representan H.

Lo adecuado es que R represente H o OH. En otra realizacion R; representa H. En otra realizacién, R; representa
OH.

Lo adecuado es que R; represente H.

Lo adecuado es que R3 represente CONHa.

En una realizacion, lo adecuado es que R4 y Rs representen juntos un enlace.
En otra realizacion, lo adecuado es que R4 y Rs representen cada uno H.

En una realizacién, lo adecuado es que R represente H, R, represente H, R3 represente CONH», y cada uno de Rs y
Rs represente H.

En una realizacién, lo adecuado es que R;i represente OH, R represente H, R; represente CONH>, y cada uno de R4
y Rs represente H.

En una realizacioén, lo adecuado es que R; represente H, R, represente H, Rz represente CONHz, cada uno de Rsy
Rsrepresente H y Re represente OH.

En una realizacion adecuada de la invencion, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4, Rs, Re, R7 y Rg representa H, por ejemplo, segun lo representado por la siguiente formula:
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O0—CO NHZ

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa OH, y cada uno de R; y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

-
\\““’

Hyc®

O——CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencién, Ri representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa F, y cada uno de R7 y Rg representa H, por ejemplo, como se representa por la
siguiente estructura:
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O———CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno
de Rsy Rs representa H, R representa F, y cada uno de R;y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

O~———CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencién, Ri representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa H, Ry representa F y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

10



ES 2389740 T3

O——CONH;

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R» representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa OH, Ry representa F y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

O——CONH,
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno

de R4y Rs representa H, Re representa H, R; representa F y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

11
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O——CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencion R; representa H, Rz representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, cada uno de Re y R7 representa F y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

o
o
o

H1C

O——CONH,
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno

de R4y Rs representa H, cada uno de Rg y R7 representa F y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

12
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O———CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4 y Rs representa H, cada uno de Rs, R7 y Rs representa F, por ejemplo, como se representa en la siguiente
estructura:

5 o) CONH;,

En una realizacion de la invencion, no todos los Rs, R7 y Rg representan H, y en particular, al menos uno de Rg, R7 y
Rs representa F.

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno
de Rs y Rs representa H, Re representa F, Ry representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en
10 la siguiente estructura:

13
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O——CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencion, Ry representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno
de R4 y Rs representa H, Re representa Me, Ry representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se representa
en la siguiente estructura:

OH

O——CONH,
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno

de R4y Rs representa H, Re representa CFs, Ry representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se representa
en la siguiente estructura:

14
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O——CONH,
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno
de Rs y Rs representa H, Rs representa CH,CHs, R; representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se
representa en la siguiente estructura:

OH

HaCH,C. 17

O——CONH,
En otra realizacién adecuada de la invencion, R1 representa H, R, representa H, R3 representa CONH, cada uno de

R4y Rs representa H, Rg representa F, R; representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

15



ES 2389740 T3

0-——CONH,

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa Me, Ry representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

OH

' 'O——CONH,
En otra realizacion adecuada de la invencién, Ri representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de

R4y Rs representa H, Rs representa CFs, R7 representa OH y Rs representa H, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

16
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O——CONH,

En otra realizacién adecuada de la invencion, R1 representa H, R, representa H, R3 representa CONH, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa CH,CHs, R7 representa OH y Rg representa H, por ejemplo, como se representa
en la siguiente estructura:

OH

O———CONH;
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de

R4y Rs representa H, Re representa OMe, Ry representa H y Rs representa OH, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

17
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O——CONH,

En otra realizacién adecuada de la invencion, R1 representa H, R, representa H, R3 representa CONH, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa OH, Ry representa H y Rg representa OH, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

18

O—CONH,
En otra realizacién adecuada de la invencion, R1 representa H, R, representa H, R3 representa CONH, cada uno de

R4y Rs representa H, Re representa H, Ry representa H y Rg representa OH, por ejemplo, como se represente en la
siguiente estructura:

18
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O——CONH,

En otra realizacién adecuada de la invencion, R1 representa H, R, representa H, R3 representa CONH, cada uno de
R4y Rs representa H, Rg representa H, Rz representa F y Rg representa OH, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

O——CONH,
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de

R4y Rs representa H, Rs representa H, Ry representa Cl y Rg representa OH, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

19
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O——CONH;

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de
R4y Rs representa H, Re representa H, R; representa OH y Rg representa F, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

OH -

O——CONH;
En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa H, R, representa H, R3 representa CONH,, cada uno de

R4y Rs representa H, Rg representa H, R; representa OH y Rg representa Cl, por ejemplo, como se representa en la
siguiente estructura:

20
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O——CONH,

En otra realizacién adecuada de la invencion, R1 representa H, R, representa H, R3 representa CONH, cada uno de
R4y Rs representa H, Rg representa OMe, R7 representa F y Rg representa OH, por ejemplo, como se representa en
la siguiente estructura:

5 O———CONH,
En otra realizacion de la invencién, todos los Rs, R7 y Rg representan H.
En otra realizacion, R7 y Rg no representan OH, Ro representa H y uno 0 mas de Rs, R7 y Rg representan F.

En otra realizacion de la invencién, cuando R;i representa H, R» representa H, Rs representa CONHz, Rs y Rs
representan H, Re representa H y R7 representa H, entonces R7 no representa H.

10 En los ejemplos, se describen otras realizaciones adecuadas, y se ilustran en las Figuras 3y 4.

La estereoquimica preferida de las cadenas laterales de no hidrégeno del anillo ansa es como se muestra en las
Figuras 1y 2 de mas adelante (es decir, la estereoquimica preferida sigue la de la geldanamicina).

La presente invencién también proporciona el uso de un analogo de ansamicina como sustrato para su posterior
modificacién bien mediante biotransformacién o mediante quimica sintética. En un aspecto, la presente invencién
15 proporciona un analogo de ansamicina para su uso como un medicamento. En una realizacion especifica, la
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presente invencion proporciona un analogo de ansamicina para su uso en el tratamiento de cancer, tumores
malignos de linfocitos B, malaria, infecciéon fungica, enfermedades del sistema nervioso central y enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades dependientes de la angiogénesis, enfermedades autoinmunes y/o como un
pretratamiento profilactico del cancer.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un analogo de ansamicina en la fabricacién de un
medicamento. En una realizacion especifica, la presente invencion proporciona el uso de un analogo de ansamicina
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cancer, tumores malignos de linfocitos B, malaria,
infeccion fangica, enfermedades del sistema nervioso central y enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
dependientes de la angiogénesis, enfermedades autoinmunes y/o como un pretratamiento profilactico del cancer.

Como se ha indicado anteriormente, cabe esperar que los compuestos de la invencién sean utiles en el tratamiento
del cancer y tumores malignos de linfocitos B. Los compuestos de la invencién y, especialmente, los que pueden
tener mejor selectividad por Hsp90 y/o un mejor perfil de toxicologia y/o mejores farmacocinéticas también pueden
ser eficaces en el tratamiento de otras indicaciones, por ejemplo, pero sin limitacion, malaria, infeccién flngica,
enfermedades del sistema nervioso central y enfermedades neurodegenerativas, enfermedades dependientes de la
angiogénesis, enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide, 0 como un pretratamiento profilactico del
cancer.

Las enfermedades del sistema nervioso central y las enfermedades neurodegenerativas incluyen, pero sin limitacion,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedades pridnicas, atrofia
muscular espinal y bulbar (AMEB) y esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

Las enfermedades dependientes de la angiogénesis incluyen, pero sin limitacién, degeneracién macular relacionada
con la edad, retinopatia diabética y otros diversos trastornos oftalmoldgicos, aterosclerosis y artritis reumatoide.

Las enfermedades autoinmunes incluyen, pero sin limitacion, artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes de tipo
I, lupus sistémico eritematoso y psoriasis.

"Paciente" incluye sujetos humanos y otros animales (especialmente, mamiferos), preferentemente, sujetos
humanos. Por consiguiente, los procedimientos y usos de los analogos de ansamicina de la invencién son de uso en
medicina humana y veterinaria, preferentemente, medicina humana.

Los compuestos de la invencion anteriormente mencionados o una formulacion de los mismos se pueden administrar
mediante cualquier procedimiento convencional, por ejemplo, pero sin limitacién, se pueden administrar
parenteralmente (incluyendo la administracion intravenosa), oralmente, topicamente (incluyendo bucal, sublingual o
transdérmicamente), a través de un dispositivo médico (por ejemplo, un stent), por inhalacion o mediante inyeccion
(subcutanea o intramuscular). El tratamiento puede consistir en una sola dosis 0 en una pluralidad de dosis durante
un periodo de tiempo.

Si bien es posible administrar un compuesto de la invencién solo, es preferible presentarlo como una formulacion
farmacéutica junto con uno o mas diluyentes o vehiculos aceptables. Asi pues, se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de la invencion junto con uno o mas diluyentes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. El/los diluyentes/s o vehiculo/s debe/n ser "aceptable/s" en el sentido de ser
compatibles con el compuesto de la invencién y no perjudiciales para los receptores de los mismos. Los ejemplos de
vehiculos adecuados se describen a continuacion mas detalladamente.

Los compuestos de la invencion se pueden administrar solos o en combinacién con otros agentes terapéuticos. La
administracion conjunta de dos (0 mas) agentes puede permitir el uso de dosis significativamente mas bajas de cada
uno, reduciendo asi los efectos secundarios observados. También se proporciona una composicion farmacéutica
que comprende un compuesto de la invencidén y un agente terapéutico adicional junto con uno o mas diluyentes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un compuesto de la invencién en terapia de
combinacién con un segundo agente, por ejemplo, para el tratamiento del cancer o de tumores malignos de linfocitos
B.

En una realizacion, se administra un compuesto de la invenciéon conjuntamente con otro agente terapéutico, por
ejemplo, un agente terapéutico para el tratamiento del cancer o de tumores malignos de linfocitos B. Los agentes
preferidos incluyen, pero sin limitacién, los agentes quimioterapéuticos convencionales tales como bleomicina,
capecitabina, cisplatino, citarabina, ciclofosfamida, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, gemcitabina, leucovorina,
metotrexato, mitoxantona, taxanos que incluyen paclitaxel y docetaxel, vincristina, vinblastina y vinorelbina; las
terapias hormonales, anastrozol, goserelina, acetato de megestrol, prenisona, tamoxifeno y toremifeno; las terapias
de anticuerpos monoclonales tales como el trastuzumab (ani-Her2), cetuximab (ant-EGFR) y bevacizumab (anti-
VEGF); y los inhibidores de la proteina quinasa tales como imatinib, dasatinib, gefitinib, erlotinib, lapatinib,
temsirolimus; los inhibidores del proteasoma tales como bortezomib; inhibidores de histona desacetilasa (HDAC)
tales como el vorinostat; inhibidores de la angiogénesis tales como sunitinib, sorafenib, lenalidomida. Ademas, se
pueden administrar un compuesto de la invencién en combinacion con otras terapias, incluyendo, pero sin limitacion,
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radioterapia o cirugia.

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacién unitaria y se pueden preparar
mediante cualquiera de los procedimientos ampliamente conocidos en la técnica farmacéutica. Dichos
procedimientos incluyen la etapa de asociar el principio activo (compuesto de la invencién) con el vehiculo que
constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando uniforme e
intimamente el principio activo con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o ambos, y luego, si es
necesario, dando forma al producto.

Los compuestos de la invencion se administraran normalmente por via oral o por cualquier via parenteral en forma
de una formulacién farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente, en forma de una sal de adicion
de acido o base no tdxica organica o inorganica, en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable.
Dependiendo del trastorno y del paciente que se vaya a tratar, asi como de la via de administracion, las
composiciones se pueden administrar a dosis variables.

Por ejemplo, los compuestos de la invencién se pueden administrar por via oral, bucal o sublingual en forma de
comprimidos, capsulas, évulos, elixires, soluciones o suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o
colorantes, para aplicaciones de liberacion inmediata, retardada o controlada.

Dichos comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio,
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina, disgregantes tales como almidén (preferentemente, almidén
de maiz, almidon de patata o tapioca), glicolato de almidén sodico, croscarmelosa sédica y ciertos silicatos
complejos, y aglutinantes de granulacion tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, gelatina y goma ardbiga. Ademas, se pueden incluir agentes lubricantes tales
como estearato de magnesio, acido estedrico, behenato de glicerilo y talco.

También se pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidon, una celulosa, azicar de leche o polietilenglicoles de
alto peso molecular. Para las suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invencion se pueden
combinar con diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o tintes, con agentes emulsionantes
y/o agentes de suspension y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de
los mismos.

Se puede fabricar un comprimido por compresion o moldeo, opcionalmente, con uno o mas ingredientes accesorios.
Los comprimidos se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada el principio activo en forma suelta tal
como un polvo o granulos, opcionalmente, mezclado con un aglutinante (por ejemplo, povidona, gelatina,
hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, desintegrante (por ejemplo, glicolato de almidén
sédico, povidona reticulada, carboximetilcelulosa sédica reticulada), tensioactivo o agente dispersante. Los
comprimidos moldeados se pueden preparar moldeando en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en
polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden estar opcionalmente recubiertos o con
incisiones, y pueden formularse de manera que proporcionen una liberacion lenta o controlada del principio activo
usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberacién
deseado.

Formulaciones segun la presente invencion adecuadas para la administracion oral pueden presentarse como
unidades diferenciadas tales como capsulas, sellos o comprimidos, conteniendo cada una cantidad predeterminada
del principio activo; en forma de polvo o granulos; en forma de soluciéon o suspension en un liquido acuoso o un
liquido no acuoso, o en forma de emulsion liquida de aceite en agua 0 una emulsion liquida de agua en aceite. El
principio activo también se puede presentar como un bolo, electuario o pasta.

Formulaciones adecuadas para la administracion topica en la boca incluyen pastillas que comprenden el principio
activo en una base aromatizada, normalmente, sacarosa y goma arabiga o tragacanto; pastillas que comprenden el
principio activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga; y enjuagues bucales
qgue comprenden el principio activo en un vehiculo liquido adecuado.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes particularmente mencionados con anterioridad, las formulaciones
de la presente invencién pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de
formulacion en cuestiéon, por ejemplo, los adecuados para una administracion oral pueden incluir agentes
aromatizantes.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas a la administracion tépica se pueden formular como pomadas, cremas,
suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, apoésitos impregnados, pulverizados, aerosoles o aceites,
dispositivos transdérmicos, polvos y similares. Estas composiciones se pueden preparar mediante procedimientos
convencionales que contienen el agente activo. Por lo tanto, también pueden comprender vehiculos y aditivos
convencionales compatibles, tales como conservantes, disolventes para ayudar a la penetracién del farmaco,
emolientes en cremas o pomadas y etanol o alcohol oleilico para las lociones. Dichos vehiculos pueden estar
presentes del aproximadamente 1 % al aproximadamente 98 % de la composicion. Mas habitualmente, constituiran
aproximadamente hasta el 80 % de la composicion. Unicamente a modo ilustrativo, las cremas o pomadas se
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preparan mezclando cantidades suficientes de material hidréfilo y agua que contienen aproximadamente el 5-10 %
en peso del compuesto, en cantidades suficientes para producir una crema o pomada que tenga la consistencia
deseada.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas a la administracion transdérmica pueden presentarse como parches
discretos destinados a permanecer en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo prolongado
de tiempo. Por ejemplo, el agente activo se puede suministrar desde el parche por iontoforesis.

Para aplicaciones a tejidos externos, por ejemplo, la boca y la piel, las composiciones se aplican preferentemente en
forma de pomada o crema tépica. Cuando se formulan en una pomada, el agente activo se puede emplear con una
base de pomada bien parafinica o hidromiscible.

Alternativamente, el principio activo se puede formular en una crema con una base de crema de aceite en agua o
una base de agua en aceite.

Para la administracion parenteral, las formas liquidas de dosificacion unitaria se preparan usando el principio activo y
un vehiculo estéril, por ejemplo, pero sin limitacion, agua, alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales,
prefiriéndose el agua. El principio activo, dependiendo del vehiculo y de la concentracién usada, puede estar
suspendido o disuelto en el vehiculo. En la preparaciéon de soluciones, el principio activo se puede disolver en agua
para inyeccion y esterilizar por filtracién antes de usarlo para rellenar un vial o ampolla adecuado y sellarlo.

Ventajosamente, se pueden disolver en el vehiculo agentes tales como anestésicos locales, conservantes y agentes
de tamponamiento. Para mejorar la estabilidad, se puede congelar la composicion tras usarla para rellenar un vial y
retirar el agua al vacio. Luego se sella el polvo liofilizado seco en el vial, pudiéndose suministrar un vial adjunto de
agua para inyeccién para reconstituir el liquido antes de su uso.

Las suspensiones parenterales se preparan sustancialmente de la misma manera que las soluciones, excepto que el
principio activo se suspende en el vehiculo en lugar de disolverse, y la esterilizacion no puede efectuarse mediante
filtracién. El principio activo puede esterilizarse mediante su exposicion a 6xido de etileno antes de suspenderlo en el
vehiculo estéril. Ventajosamente, se incluye un agente tensioactivo 0 humectante en la composicién para facilitar la
distribucién uniforme del principio activo.

Los compuestos de la invencién también se pueden administrar usando dispositivos médicos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, en una realizacion, la composicidn farmacéutica de la invencion se puede administrar con un
dispositivo de inyeccion hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos descritos en los documentos US 5.399.163;
US 5.383.851; US 5.312.335; US 5.064.413; US 4.941.880; US 4.790.824; o US 4.596.556. Entre los ejemplos de
implantes y médulos ampliamente conocidos Utiles en la presente invencién se incluyen: documento US 4.487.603,
gue describe una bomba de microinfusién implantable para dispensar el medicamento a una velocidad controlada;
documento US 4.486.194, que describe un dispositivo terapéutico para administrar medicamentos a través de la piel;
documento US 4.447.233, que describe una bomba de infusién de medicamento para administrar el medicamento a
una velocidad de infusion exacta; documento US 4.447.224, que describe un aparato de infusion implantable de flujo
variable para la administracion continua del farmaco; documento US 4.439.196, que describe un sistema de
administracion osmotica de farmacos que tiene compartimientos de multiples camaras; y documento US 4.475.196,
gue describe un sistema de administracion osmética de farmacos. Los expertos en la técnica conocen muchos otros
de dichos implantes, sistemas de administracion y modulos.

La dosis por administrar de un compuesto de la invencion variara segin el compuesto en particular, la enfermedad
implicada, el sujeto, la naturaleza y gravedad de la enfermedad, el estado fisico del sujeto y la via de administracién
seleccionada. Cualquier experto en la técnica puede determinar facilmente la dosis apropiada.

Las composiciones pueden contener el 0,1 % en peso, preferentemente, el 5-60 %, mas preferentemente, el 10-30
% en peso de un compuesto de la invencion, dependiendo del procedimiento de administracion.

El experto en la técnica reconocera que la cantidad 6ptima y el espacio de tiempo entre cada dosis de un compuesto
de la invencién estara determinado por la naturaleza y el grado de la afeccién que se esté tratando, la forma, la via y
el sitio de administracion, y la edad y el estado del sujeto que se esta tratando en particular, y que, en ultima
instancia, serd un médico quien determine las dosis apropiadas que se vayan a usar. Esta dosificacion se puede
repetir con la frecuencia que sea apropiada. Si se desarrollan efectos secundarios, es posible maodificar o reducir la
cantidad y/o la frecuencia de la dosificacién de acuerdo con la practica clinica normal.

En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona procedimientos para la produccion de analogos de
ansamicina.

Los policétidos de ansamicina, por ejemplo, la geldanamicina y la herbimicina, son sintetizados por agrupaciones de
biosintesis de policétidos que son ampliamente conocidas en la técnica. Cabe considerar que la geldanamicina se
biosintetiza en dos etapas. En la primera etapa, los genes PKS del nicleo ensamblan el nucleo del macrélido
mediante el ensamblaje repetido de precursores de acido carboxilico simples, dando una cadena de policétido que
luego se cicla para formar la primera “progeldanamicina” intermedia libre de enzimas, véase la Figura 1. En la
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segunda etapa, actla una serie de enzimas de adaptacion a "post-PKS" (por ejemplo, una monooxigenasa del
citocromo P450, metiltransferasas, oxigenasas dependientes de FAD y una carbamoiltransferasa) para agregar los
diversos grupos adicionales al molde de progeldanamicina, que produce la estructura final del compuesto precursor,
véase la Figura 2. Los analogos de ansamicina se pueden biosintetizar de una manera similar. Se puede aprovechar
esta produccioén biosintética mediante la biotransformacion opcionalmente combinada con el disefio genético de
cepas productoras adecuadas para dar como resultado la produccién de nuevos compuestos.

Sorprendentemente, los inventores han descubierto que suministrando a cepas productoras de ansamicina unidades
iniciadoras no naturales (acidos iniciadores o analogos de los mismos tales como ésteres), es posible incorporar
estas unidades iniciadoras a las estructuras de ansamicina para producir nuevos analogos de ansamicina.

Asi pues, segun la invencion, se proporciona un procedimiento para preparar un analogo de ansamicina que
comprende:

a) proporcionar una cepa que produzca una ansamicina tal como geldanamicina, una herbimicina (herbimicina A,
B o C) o uno de sus analogos cuando se cultive en condiciones apropiadas;

b) suministrar una unidad iniciadora que no sea AHBA a dicha cepa de modo que la unidad iniciadora se
incorpore a dicho analogo de ansamicina;

¢) cultivar dicha cepa en condiciones adecuadas para la produccion de un analogo de ansamicina; y

d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

Lo adecuado es que la cepa de a) se caracterice por ser una cepa en la que se hayan eliminado o desactivado uno o
mas genes de la biosintesis de AHBA. Esto puede evitar la competicion por la incorporacion de una unidad iniciadora
no natural por parte de AHBA, lo que reduciria el rendimiento. Alternativamente, se puede mutar la cepa de a) para
reducir la eficacia de la biosintesis de AHBA. Lo adecuado es que las condiciones de etapa c) sean tales que la
eficacia de la biosintesis de AHBA sea sub-6ptima. Por lo tanto, lo deseable es que el AHBA sea producido por la
cepa hasta un nivel que, no obstante, permita la incorporacion de la unidad iniciadora no natural suministrada. Lo
comun es que la cantidad de unidad iniciadora no natural suministrada incorporada sea de > 20 %, preferentemente,
de >50 % de la incorporacién de unidades iniciadoras totales.

Lo adecuado es que la unidad iniciadora se seleccione de:
Ry
Re Re

HOO NH;
Rg

{1h

en la que Rs, R7, Rg Y Rg son como se han definido anteriormente;
o uno de sus analogos en el que se derive el resto acido al como un éster (por ejemplo, el metilo o el etiléster).

Lo adecuado es que la unidad iniciadora no sea: acido 3,5-diamino-benzoico, acido 3-amino-4-hidroxibenzoico o
acido 3-amino-4-clorobenzoico.

En una realizacion, la unidad iniciadora es un compuesto de férmula (ll), en la que Rs, R7, Rg y Rg representan todos
H.

En otra realizacion, la unidad iniciadora es un compuesto de féormula (ll), en la que Rs, R7, Rs ¥ Rg no representan
todos H.

Otros ejemplos de unidades iniciadoras incluyen, pero sin limitacion, aquéllos compuestos mostrados en las
segundas columnas de las Tablas 4 y 5 que figuran mas adelante, asi como sus derivados apropiados (tales como
sales y ésteres, etc.).

En una realizacién, la cepa es una cepa productora de ansamicina (por ejemplo, una cepa productora de
geldanamicina o herbimicina) y la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa produzca un analogo de
18,21-didesoxi-ansamicina.

En una realizacion, la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa produzca un analogo de 18,21-didesoxi-
ansamicina que esté opcionalmente sustituido con fltor.

En una realizacion, la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa produzca un analogo de 18,21-didesoxi-
ansamicina que esté sustituido con fldor.
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En otra realizacién, la cepa es una cepa productora de macbecina y la unidad iniciadora se selecciona de modo que
la cepa produzca un analogo de macbecina que no esté sustituido en las posiciones 18 ni 21 del anillo de benceno.

Lo adecuado es que el procedimiento (i) comprenda ademas la etapa de someter el producto de la etapa (d) a un
procedimiento de modificacién quimica o biotransformacion, opcionalmente, seguido de la etapa de aislamiento de
los compuestos resultantes o (ii) que comprenda ademas la etapa de someter el producto de la etapa (c) a un
procedimiento de modificacion quimica o biotransformacién anterior a la etapa (d).

Segun otro aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para generar analogos tales como analogos de
18,21-didesoxi-ansamicina, procedimiento que comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca una ansamicina o un analogo de la misma cuando se
cultive en condiciones apropiadas en la que, opcionalmente, se hayan eliminado o desactivado uno o mas
genes post-PKS y/o se hayan eliminado o desactivado uno o mas genes de biosintesis de la unidad iniciadora;
b) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

c) cultivar dicha cepa huésped modificada en condiciones adecuadas para la produccién de analogos de
ansamicina tales como analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina; y

d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

Lo adecuado es que la unidad iniciadora suministrada sea un acido iniciador:

En particular, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir analogos de 18,21-
didesoxiansamicina, procedimiento que comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca una ansamicina tal como geldanamicina, herbimicinas
(por ejemplo, herbimicina A, B o C) o uno de sus analogos cuando se cultiva en condiciones apropiadas.

b) suministrar a dicha cepa un acido iniciador no natural;

c) cultivar dicha cepa en condiciones adecuadas para la produccion de analogos de 18,21-didesoxiansamicina;

y
d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

Lo adecuado es que el procedimiento comprenda ademas las etapas de:

e) eliminar o desactivar uno 0 mas genes de biosintesis de la unidad iniciadora, o un homélogo de los mismos,
teniendo lugar dicha etapa habitualmente antes de la etapa c).

Lo adecuado es que el procedimiento comprenda ademas o en su lugar la etapa de:

f) eliminar o desactivar uno o mas genes post-PKS, teniendo lugar dicha etapa habitualmente antes de la etapa

c).

En la etapa (a) “una cepa huésped que produzca una ansamicina tal como geldanamicina, herbimicinas (por
ejemplo, herbimicina A, B o C) o uno de sus analogos" incluye una cepa que produzca una ansamicina tal como
geldanamicina, una herbimicina (por ejemplo, herbimicina A, B o C) o los compuestos de ansamicina que estan
englobados por las definiciones de Ri-R11 cuando se cultiva en condiciones apropiadas. Las condiciones apropiadas
(y las condiciones adecuadas de la etapa (c)) incluyen el suministro de un alimento iniciador adecuado y medio de
crecimiento de una composicién adecuada (que seran conocidos por el experto en la técnica o que se pueden
determinar mediante procedimientos conocidos en si).

Por ejemplo, en la etapa (a), la primera cepa huésped puede producir geldanamicina o uno de sus analogos cuando
se cultiva en condiciones apropiadas.

Lo adecuado es que el alimento iniciador no natural sea un acido benzoico sustituido (que no sea acido 3-amino-5-
hidroxi-benzoico, que es el acido iniciador natural). Lo mas adecuado es que sea un acido 3-amino-benzoico
opcionalmente sustituido ademas en torno al anillo. Lo adecuado es que el alimento niciador no natural sea acido 3-
amino-benzoico sustituido con ninguno, uno, dos o tres atomos de fltor.

En una realizacion adecuada, el alimento de &cido iniciador no natural es acido 3-aminobenzoico.

En otra realizaciéon adecuada, el alimento de &cido iniciador no natural es acido 5-amino-2-fluorobenzoico.

En otra realizaciéon adecuada, el alimento de &cido iniciador no natural es acido 5-amino-3-fluorobenzoico.

En otra realizaciéon adecuada, el alimento de acido iniciador no natural es acido 5-amino-2,3-difluorobenzoico.

En otra realizaciéon adecuada, el alimento de acido iniciador no natural es acido 5-amino-2,3,6-trifluorobenzoico.

El experto en la técnica apreciara que hay unidades iniciadoras no naturales alternativas que se podrian suministrar

en la cepa para producir el/los mismo/s compuesto/s, por ejemplo, pero sin limitacién, el metiléster, el etiléster, el N-
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acetil-cisteamina-tioéster del acido benzoico sustituido y el analogo de dicétido del compuesto intermedio biosintético
activado apropiadamente para su incorporacion, por ejemplo, en forma del N-acetil-cisteamina-tioéster. También se
pueden suministrar compuestos acidos en las formas salinas correspondientes.

La cepa huésped puede ser, por ejemplo, una cepa productora de ansamicina tal como cepa productora de
geldanamicina o una cepa productora de herbimicina. Alternativamente, la cepa huésped es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina, tal como una cepa productora de geldanamicina (o
una cepa productora de herbimicina), en la que se han eliminado o desactivado uno o mas de los genes biosintéticos
de la unidad iniciadora. En una realizacidon mas, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en
una cepa productora de ansamicina, en la que se han eliminado o desactivado uno o0 mas de los genes post-PKS.

En una realizacion adicional, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora
de ansamicina, en la que se ha eliminado o desactivado gdmM.

En una realizacion mas, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de
ansamicina, en la que se han eliminado o desactivado el homélogo de gdmM y, opcionalmente, mas genes post-
PKS.

En una realizacién de la invencion, la cepa huésped es una cepa productora de geldanamicina.

En una realizacion alternativa, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa
productora de geldanamicina, en la que se han eliminado o desactivado uno o0 mas de los genes biosintéticos de la
unidad iniciadora.

En una realizacion adicional, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora
de geldanamicina, en la que se han eliminado o desactivado uno o mas de los genes post-PKS.

En una realizacion mas, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de
geldanamicina, en la que se ha eliminado o desactivado gdmM.

En una realizacion adicional, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora
de geldanamicina, en la que se han eliminado o desactivado gdmM y, opcionalmente, mas genes post-PKS.

En otra realizacion mas, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de
geldanamicina, en la que se han eliminado o desactivado uno 0 méas genes post-PKS, y luego se han reintroducido
genes post-PKS genes para efectuar modificaciones post-PKS especificas. Se pueden usar genes post-PKS de la
agrupacion de la geldanamicina u otras agrupaciones de ansamicina tales como, pero sin limitacion, agrupaciones
de macbecina o herbimicina.

En una realizacion adicional, la cepa huésped es una cepa productora de herbimicina (por ejemplo, herbimicina A, B
o C).

En una realizacion mas, la cepa huésped es una cepa productora de autolitimicina.
En una realizacion adicional, la cepa huésped es una cepa productora de reblastatina.

En una realizacion adicional, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora
de herbimicina, en la que se ha eliminado o desactivado el homélogo de gdmM.

En una realizacion mas, la cepa huésped es una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de
herbimicina, en la que se ha eliminado o desactivado el homélogo de gdmM y, opcionalmente, mas genes post-PKS.

Genes biosintéticos de la unidad iniciadora que se pueden eliminar o desactivar incluyen, por ejemplo, los genes
conocidos como ahba-3, ahba-1c, ahba-4, ahba-b, ahba-1a, ahba-1 b de la agrupacion ahba-B de la cepa productora
de geldanamicina, AM 3602 de S. hygroscopicus (véase Rascher et al., 2005), o genes PH, OX, Ahs, Adh y AHk de
la cepa productora de macbecina, ATCC 31280 de Actinosynnema pretiosum (véase la Tabla 3), asi como aquellos
homélogos de otras cepas que tengan una funcion similar. Por ejemplo, se pueden eliminar o desactivar todos los
genes de la agrupacion ahba-B de la cepa productora de geldanamicina AM 3602 de S. hygroscopicus.

Las eliminaciones anteriormente mencionadas se pueden combinar. Por ejemplo, la cepa huésped puede ser una
cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina (por ejemplo, cepa productora de
geldanamicina o herbimicina), en la que se hayan eliminado o desactivado gdmM o un homadlogo del mismo y uno o
mas de los genes biosintéticos de la unidad iniciadora y, opcionalmente, mas genes post-PKS.

Lo adecuado es que el uno o mas genes biosintéticos de la unidad iniciadora o los genes post-PKS se eliminen o
desactiven selectivamente.

En una realizacion adicional, uno o mas genes biosintéticos de la unidad iniciadora o genes post-PKS se desactivan
en dicha cepa disefiada genéticamente mediante la integracion de ADN en el/llos gen/s de manera que no se
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produzca proteina funcional. En una realizacién alternativa, se eliminan uno o mas genes biosintéticos de la unidad
iniciadora o genes post-PKS de dicha cepa disefiada genéticamente mediante una eliminacion o eliminaciones
dirigidas. En una realizacién mas, se desactivan uno o mas genes biosintéticos de la unidad iniciadora o genes post-
PKS en dicha cepa disefiada genéticamente mediante mutagénesis dirigida a un sitio. En una realizacion adicional,
se somete una cepa huésped productora de geldanamicina a mutagénesis, quimica o UV, y se selecciona una cepa
modificada en la que una o0 mas de las enzimas biosintéticas de la unidad iniciadora o enzimas post-PKS no sean
funcionales. La presente invencién también abarca las mutaciones de los reguladores que controlan la expresion de
uno o mas de los genes post-PKS. El experto en la técnica apreciara que la eliminacién o desactivacion de un
regulador puede tener el mismo resultado que la eliminacién o desactivacion del gen. Los genes post-PKS se
pueden introducir en dicha célula huésped bajo un promotor apropiado. En una realizacion preferida, uno o mas de
los genes eliminados se pueden introducir en el sitio de unién del fago cromosémico del fago phiBT1 de
Streptomyces (Gregory et al., 2003). El experto en la técnica apreciara que la complementacién en trans no se limita
a este sitio de unién del fago ni, de hecho, al uso de un sitio de unién. Por lo tanto, la complementacion de genes
auxiliares eliminados también se puede efectuar, pero sin limitaciéon, mediante la introducciéon de uno o mas genes
auxiliares bajo un promotor apropiado en otros sitios de unién de fagos, tales como el sitio de unién para el fago
phiC31 de Streptomyces, por ejemplo, mediante el uso de un derivado de pSET152 (Bierman et al., 1992). El
experto en la técnica reconocerd que hay mas fagos ya conocidos, y cabe esperar que muchos otros fagos
contengan funciones de integracién que se podrian transferir a un vector de administracion junto con un promotor
adecuado para generar sistemas adicionales que se puedan usar para introducir genes en la cepa huésped
(Smovkina et al., 1990, Matsuura et al., 1996, Van Mellaert et al., 1998, Lee et al.,, 1991). A medida que se
caracterizan mas fagos, cabe esperar que haya mas integrasas disponibles que se pueda usar de manera similar. La
introduccion de genes post-PKS bajo un promotor apropiado también se puede efectuar, sin limitacion, mediante la
recombinacion homéloga en una posicion neutra del cromosoma, la recombinacién homoéloga en una posicion no
neutra del cromosoma (por ejemplo, para interrumpir un gen elegido). También se pueden usar vectores de auto-
replicacién, por ejemplo, pero sin limitacion, vectores que contienen el origen de replicacion de Streptomyces de
pSG5 (por ejemplo, pKC1139 Bierman et al., 1992), plJ101 (por ejemplo, plJ487, Kieser et al., 2000) y SCP2* (por
ejemplo, plJ698, Kieser et al., 2000).

En una realizacién mas, se ha reintroducido en una cepa disefiada genéticamente en la que se han eliminado o
desactivado uno o mas genes post-PKS uno o mas de los mismos genes post-PKS, o sus homélogos de una cepa
productora de geldanamicina alternativa.

En otra realizaciébn mas, una cepa disefiada genéticamente en la que se han eliminado o desactivado uno o mas
genes se complementa por uno o mas de los genes post-PKS de una agrupacion de PKS heterd6loga, incluyendo,
pero sin limitacién, las agrupaciones que dirigen la biosintesis de la rifamicina, ansamitocina, macbecina o
herbimicina.

Un procedimiento de eliminacion o desactivacién selectiva de un gen post-PKS comprende:

(i) disefiar oligos especificos basados en la secuencia del gen de interés, aislando el fragmento interno del gen de
interés de una cepa productora de geldanamicina adecuada mediante PCR,;

(ii) integrar un plasmido que contenga este fragmento bien en la misma o en una cepa productora de
geldanamicina diferente tras lo que se realiza una recombinacién homéloga que provoca la interrupcion del gen
diana;

(iii) cultivar la cepa asi producida en condiciones adecuadas para la produccién de analogos de ansamicina.

El experto en la técnica apreciara que se puede obtener una cepa equivalente mediante procedimientos alternativos
a los descritos anteriormente, por ejemplo:

= Se pueden disefiar oligos degenerados basado en homoélogo/s del gen de interés (por ejemplo, de
agrupaciones biosintéticas de rifamicina, macbecina o herbimicina y/o otras secuencias disponibles) y se puede
aislar el fragmento interno del gen de interés de una cepa productora de geldanamicina adecuada mediante
PCR. Se pueden disefiar diferentes oligos degenerados que amplificaran satisfactoriamente una region
apropiada del gen post-PKS, o uno de sus homélogos, de un productor de geldanamicina o una cepa productora
de uno de sus homdlogos.

=  Se puede usar la secuencia del gen de la cepa NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus
para generar los oligos que pueden ser especificos del gen de NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus
subsp. geldanus, y luego se puede amplificar un fragmento interno de cualquier cepa productora de
geldanamicina, por ejemplo, NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus o DSM4137 de
Streptomyces sp. 0 DSM40699 de Streptomyces violaceusniger.

=  Se puede usar la secuencia del gen de la cepa NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus
junto con la secuencia de genes homologos (por ejemplo, de agrupaciones biosintéticas de geldanamicina de
DSM4137 de Streptomyces sp o DSM40699 de Streptomyces violaceusniger) para generar oligos degenerados
para el gen de NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus, y luego se puede amplificar un
fragmento interno de cualquier cepa productora de geldanamicina, por ejemplo, NRRL3602 de Streptomyces
hygroscopicus subsp. geldanus o DSM4137 de Streptomyces sp. 0 DSM40699 de Streptomyces violaceusniger.
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La Figura 2 muestra la actividad de los genes post-PKS en la agrupacién biosintética de la geldanamicina. El experto
en la técnica podria, por tanto, identificar qué genes post-PKS adicionales habria que eliminar o desactivar para
obtener una cepa que produjera el/los compuesto/s de interés.

En estos sistemas, se puede observar que cuando se genera una cepa en la que uno o mas de los genes post-PKS
no funcionan como consecuencia de uno de los procedimientos descritos, incluyendo la desactivacion o la
eliminacion, se puede producir mas de un analogo de ansamicina. Los expertos en la técnica apreciaran que hay
una serie de posibles razones para esto. Por ejemplo, puede haber un orden preferido de etapas post-PKS vy la
retirada de una sola actividad conduce a que todas las etapas posteriores se lleven a cabo en sustratos que no sean
naturales para las enzimas implicadas. Esto puede conducir a la acumulacién de compuestos intermedios en el
caldo de cultivo debido a una disminucién de la eficacia hacia los nuevos sustratos presentados a las enzimas post-
PKS, o a productos de la derivacion que ya no sean sustratos para el resto de las enzimas, posiblemente, por la
alteracion del orden de las etapas.

El experto en la técnica apreciara que la proporcion de los compuestos observada en una mezcla se puede
manipular usando variaciones en las condiciones de crecimiento.

El experto en la técnica apreciara que en una agrupacion biosintética, algunos genes se organizan en operones, y la
interrupcion de un gen a menudo tendra un efecto en la expresién de los genes posteriores del mismo operén.

Cuando se observa una mezcla de compuestos, éstos se pueden separar facilmente usando técnicas estandar,
algunas de las cuales se describen en los siguientes ejemplos.

Los analogos de ansamicina se pueden rastrear mediante una serie de procedimientos segun lo descrito en la
presente memoria, y en el caso de que un solo compuesto muestre un perfil favorable, es posible disefiar
genéticamente una cepa para preparar preferentemente este compuesto. En el caso poco habitual de que esto no
sea posible, se puede generar un compuesto intermedio que luego se biotransforme para producir el compuesto
deseado.

La presente invencién proporciona nuevos analogos de ansamicina generados mediante el cultivo de una cepa
productora de un policétido de ansamicina o uno de sus analogos, por ejemplo, geldanamicina o uno de sus
analogos, habiendo seleccionado opcionalmente la cepa la eliminacién o la desactivacion de uno o mas genes post-
PKS de la agrupacién de genes PKS y proporcionando un alimento de acido para su incorporacién como unidad
iniciadora. En concreto, la presente invencién se refiere a nuevos analogos de ansamicina producidos mediante el
suministro de una unidad iniciadora no natural a una cepa productora geldanamicina, opcionalmente, combinada con
la eliminacién o la desactivacion seleccionada de uno o mas genes post-PKS de la agrupacion de genes PKS de la
geldanamicina. Ademas, es posible reintroducir uno o mas genes de post-PKS de una agrupacion biosintética de
ansamicina.

El experto en la técnica apreciara que no es necesario eliminar completamente un gen para que el producto génico
se vuelva no funcional. Por consiguiente, la expresion “eliminado o desactivado”, como se usa en la presente
memoria, engloba cualquier procedimiento mediante el que el producto génico se vuelve no funcional, incluyendo,
pero sin limitacién: la eliminacion del gen en su totalidad, la eliminacion de parte del gen, la desactivacion mediante
la insercion en el gen diana, la mutagénesis dirigida a un sitio que hace que el gen bien no se exprese o0 se exprese
para producir una proteina inactiva, la mutagénesis de la cepa huésped que hace que el gen bien no se exprese o se
exprese para producir una proteina inactiva (por ejemplo, mediante la radiacion o exposicion a compuestos quimicos
mutagénicos, fusién de protoplastos o mutagénesis de transposones). Alternativamente, se puede afectar
quimicamente a la funcion de un producto génico activo con inhibidores. Por ejemplo, la metapirona (nombre
alternativo: 2-metil-1,2-di(3-piridil-1-propanona), documento EP 0 627 009) y el ancimidol son inhibidores de
oxigenasas, y estos compuestos se pueden afadir al medio de produccidon para generar analogos. Ademas, la
sinefungina es un inhibidor de metiltransferasa que se puede usar de manera similar, pero para la inhibicién de la
actividad metiltransferasa in vivo (McCammon y Parks, 1981).

En una realizacion alternativa, se pueden eliminar o desactivar todos los genes post-PKS, y luego se pueden
reintroducir uno o mas de los genes mediante complementacion (por ejemplo, en un sitio de acoplamiento, sobre un
plasmido autorreplicante o mediante la insercion en una regién homdloga del cromosoma). Por lo tanto, en una
realizacién particular, la presente invencién se refiere a procedimientos para la generaciéon de analogos de analogos
de ansamicina (por ejemplo, analogos de 18,21-didesoxiansamicina), procedimiento que comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca geldanamicina cuando se cultive en condiciones
apropiadas;

b) opcionalmente, eliminar o desactivar selectivamente todos los genes post-PKS;

¢) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

d) cultivar dicha cepa huésped modificada en condiciones adecuadas para la produccién de analogos de
ansamicina; y

e) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389740 T3

En una realizacion alternativa, se reintroducen uno o mas genes post-PKS eliminados. En una realizacion mas, se
reintroducen uno 0 mas genes post-PKS de la agrupacion de la geldanamicina de un organismo productor diferente.
En una realizacién adicional, se reintroducen uno o mas de los genes post-PKS seleccionados de la agrupacion
biosintética de la macbecina, grupo que consiste en mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT1, mbcMT2 y mbcP450. En una
realizacién mas, se reintroducen dos o0 mas genes post-PKS seleccionados del grupo que consiste en mbcM, mbcN,
mbcP, mbcMT1, mbcMT2 y mbcP450. En una realizacion mas, se reintroducen tres o mas genes post-PKS
seleccionados del grupo que consiste en mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT1, mbcMT2 y mbcP450. En una realizacion
mas, se reintroducen cuatro o mas genes post-PKS seleccionados del grupo que consiste en mbcM, mbcN, mbcP,
mbcMT1, mbcMT2 y mbcP450. En una realizacidn mas, se reintroducen cinco o mas genes post-PKS seleccionados
del grupo que consiste en mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT1, mbcMT2 y mbcP450.

Ademas, para el experto en la técnica sera evidente que se podria eliminar o desactivar un subconjunto de los genes
post-PKS y, opcionalmente, se podria reintroducir un subconjunto mas pequefio de dichos genes post-PKS para
obtener una cepa que, cuando se suministre una unidad iniciadora no natural, produzca analogos de ansamicina
tales como analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, la presente invencion se refiere a procedimientos para la generacion de
analogos de ansamicina (por ejemplo, analogos de 18,21,-didesoxi-ansamicina), procedimiento que comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca geldanamicina cuando se cultive en condiciones
apropiadas;

b) eliminar o desactivar selectivamente gdmM,;

¢) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

d) cultivar dicha cepa huésped modificada en condiciones adecuadas para la produccién de analogos de
ansamicina (por ejemplo, analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina); y

e) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

En una realizacion preferida mas, la presente invencion se refiere a procedimientos para la generaciéon de analogos
de ansamicina (por ejemplo, analogos de 18,21,-didesoxiansamicina), procedimiento que comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca geldanamicina cuando se cultive en condiciones
apropiadas;

b) eliminar o desactivar selectivamente gdmM,;
c¢) opcionalmente, eliminar o desactivar selectivamente mas genes post-PKS;
d) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

e) cultivar dicha cepa huésped modificada en condiciones adecuadas para la produccién de analogos de
ansamicina (por ejemplo, analogos de 18,21-didesoxi-ansamicina); y

f) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

Los expertos en la técnica saben bien que las agrupaciones de genes de policétidos se pueden expresar en
huéspedes heterdlogos (Pfeifer y Khosla, 2001). Por consiguiente, la presente invencion incluye la transferencia de
la agrupacion biosintética de policétidos de ansamicina, por ejemplo, la agrupacién de genes biosintéticos de la
geldanamicina, con o sin resistencia y genes reguladores, bien completa o con eliminaciones, a un huésped
heterdlogo. Alternativamente, la agrupacion biosintética de policétidos de ansamicina completa, por ejemplo, la
agrupacion biosintética completa de la geldanamicina se puede transferir a un huésped heterélogo, con o sin
resistencia o genes reguladores, y luego se puede manipular mediante los procedimientos descritos en la presente
memoria para eliminar o desactivar uno o0 mas de los genes post-PKS o genes de la biosintesis de la unidad
iniciadora. Los procedimientos y los vectores para la transferencia segun lo definido anteriormente de dichos trozos
de ADN de gran tamafio son conocidos en la técnica (Rawlings, 2001; Staunton y Weissman, 2001) o se
proporcionan en la presente memoria en los procedimientos que se dan a conocer. En el presente contexto, una
cepa de células huésped preferida es una procariota, mas preferentemente, un actinomiceto o Escherichia coli;
incluso mas preferentemente incluye, pero sin limitacién, Actinosynnema mirum (A. mirum), Actinosynnema
pretiosum subsp. pretiosum (A. pretiosum), S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp., S. hygroscopicus var.
ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis, Streptomyces violaceusniger, Streptomyces coelicolor, Streptomyces
lividans, Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces fradiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces
cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Streptomyces albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces
longisporoflavus, Streptomyces venezuelae, Streptomyces albus, Midromonospora sp., Micromonospora
griseorubida, Amycolatopsis mediterranei o0 N902-109 de Actinoplanes sp.

En una realizacion, se transfiere toda la agrupacion biosintética. En una realizacion alternativa, se transfiere toda la
PKS sin ninguno de los genes de biosintesis de la unidad iniciadora asociados y/o genes post-PKS.
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En una realizacion adicional, se transfiere toda la agrupacion biosintética de la geldanamicina y luego se manipula
segun la descripcion de la presente memoria.

En una realizacion mas, se transfiere toda la PKS sin ninguno de los genes de biosintesis de la unidad iniciadora
asociados y/o genes post-PKS, y se introducen en el nuevo huésped los genes post-PKS seleccionados, por
ejemplo, pero sin limitacion, gdmN, mbcN, hbmN, gdmL y/o mbcP450.

En un aspecto alternativo de la invencion, el/llos analogo/s de ansamicina de la presente invencién se puede/n
procesar ademas mediante biotransformaciéon con una cepa apropiada. La cepa apropiada es una cepa de tipo
natural disponible, por ejemplo, pero sin limitacion, Actinosynnema mirum, Actinosynnema pretiosum subsp.
pretiosum, S. hygroscopicus, S. hygroscopicus sp. Streptomyces violaceusniger. Alternativamente, es posible
disefiar genéticamente una cepa apropiada que permita la biotransformacién con determinadas enzimas post-PKS,
por ejemplo, pero sin limitacién, aquéllas codificadas por mbcM, mbcN, mbcP, mbcMT2, mbcP450 (segun lo definido
en la presente memoria), gdmN, gdmM, gdmL, gdmP, (Rascher et al., 2003) la O-metil-transferasa de la
geldanamicina, hbmN, hbmL, hbmP, (Rascher et al.,, 2005) O-metil-transferasas de herbimicina y mas
monooxigenasas de herbimicina, asm7, asm10, asm11, asm12, asm19 y asm21 (Cassady et al., 2004, Spiteller et
al., 2003). Cuando los genes todavia tienen que ser identificados o las secuencias no son de dominio publico, es
habitual para los expertos en la técnica adquirir dichas secuencias mediante procedimientos estandar. Por ejemplo,
la secuencia del gen que codifica la O-metil-transferasa de geldanamicina no es de dominio publico, pero cualquier
experto en la técnica podria generar una sonda, bien una sonda heteréloga, usando una O-metil-transferasa similar,
0 una sonda homéloga mediante el disefio de cebadores degenerados de genes homélogos disponibles para llevar a
cabo transferencias Southern en la cepa productora de geldanamicina y adquirir asi este gen para generar sistemas
de biotransformacion.

En una realizacion particular, se puede haber eliminado o desactivado en la cepa una o mas de sus agrupaciones de
policétido nativas, bien por completo o en parte para prevenir la producciéon del policétido producido por dicha
agrupacioén de policétido nativa. Dicha cepa disefiada genéticamente se puede seleccionar del grupo que incluye,
por ejemplo, pero sin limitaciéon: Actinosynnema mirum, Actinosynnema pretiosum subsp. pretiosum, S.
hygroscopicus, S. hygroscopicus sp., S. hygroscopicus var. ascomyceticus, Streptomyces tsukubaensis,
Streptomyces violaceusniger, Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans, Saccharopolyspora erythraea,
Streptomyces fradiae, Streptomyces avermitilis, Streptomyces cinnamonensis, Streptomyces rimosus, Streptomyces
albus, Streptomyces griseofuscus, Streptomyces longisporoflavus, Streptomyces venezuelae, Micromonospora sp.,
Micromonospora griseorubida, Amycolatopsis mediterranei 0 N902-109 de Actinoplanes sp.

El experto en la técnica reconocera que se podrian usar igualmente otras agrupaciones biosintéticas de policétidos
de ansamicina, por ejemplo, las agrupaciones de la herbimicina, reblastatina o TAN para generar los compuestos de
la invencion.

Mediante el uso de una cepa productora de herbimicina, por ejemplo, pero sin limitacion, AM3672 de Streptomyces
hygroscopicus (Rascher et al., 2005) o una cepa productora de un analogo de herbimicina, por ejemplo, pero sin
limitacion, una AM-3672 de Streptomyces hygroscopicus disefiada genéticamente en la que se hayan desactivado o
eliminado uno o mas de los genes post-PKS o genes de biosintesis de la unidad iniciadora, opcionalmente, con uno
0 mas genes post-PKS homélogos o heterélogos reintroducidos y a la que se suministra un &acido iniciador segun lo
descrito en la presente memoria. La secuencia de la agrupacién PKS de la herbimicina esta depositada en el
GenBank (nimero de acceso AY947889) (Rascher et al., 2005). Cuando se requieren genes no ubicados en esta
secuencia, se localizan con el uso de sondas homdlogas o heterdlogas generadas mediante el disefio de oligos
degenerados usando secuencias homélogas segun lo descrito en la presente memoria.

El experto en la técnica reconocera que se podria usar igualmente la agrupacion de la reblastatina para generar los
compuestos de la invencion, mediante el uso de una cepa productora de reblastatina, por ejemplo, pero sin
limitacion, S6699 de Streptomyces sp. (Stead et al., 2000) o una cepa productora de un analogo de reblastatina, por
ejemplo, pero sin limitarse a S6699 de Streptomyces sp. en la que se hayan desactivado o eliminado uno o mas de
los genes post-PKS o genes de biosintesis de la unidad iniciadora, opcionalmente, con uno o mas genes post-PKS
homologos o heterélogos reintroducidos y a la que se suministra un acido iniciador segun lo descrito en la presente
memoria.

El experto en la técnica reconocera que, aplicando los procedimientos de la presente invencion, habra multiples
cepas adicionales que generen productos naturales que se puedan usar para producir los compuestos de la
presente invencion.

Aunque el proceso para la preparacién de los andlogos de ansamicina de la invenciéon segun lo descrito
anteriormente es sustancial o completamente biosintético, no se descarta producir o interconvertir los analogos de
ansamicina de la invencion mediante un proceso que comprenda procedimientos estandar de sintesis quimica.

Para permitir la manipulaciéon genética de la agrupacion de genes PKS de la geldanamicina, se usé la secuencia de
la agrupacion de genes depositada en GenBank (nUmero de acceso AY179507) (Rascher et al., 2003). Cuando se
requieren genes no ubicados en esta secuencia, se localizan mediante el uso de sondas homélogas o heterélogas
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generadas mediante el disefio de oligos degenerados usando secuencias homélogas segun lo descrito en la
presente memoria.

Para usar los genes post-PKS de la agrupacion de la macbecina, se secuencié la agrupacion de genes de la
macbecina de Actinosynnema pretiosum subsp. Pretiosum, lo que se describe en el Ejemplo 1. El experto en la
técnica apreciara que hay cepas alternativas que producen macbecina, por ejemplo, pero sin limitacion
Actinosynnema Mirum. Se puede secuenciar la agrupacion de genes PKS de la macbecina de estas cepas como se
describe en la presente memoria para Actinosynnema pretiosum subsp. pretiosum, y la informacién usada para
generar cepas equivalentes. Otros aspectos de la invencién incluyen:

- Una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina (por ejemplo, una cepa
productora de geldanamicina o herbimicina (por ejemplo, herbimicina A, B o C), en la que se han eliminado o
desactivado el homoélogo de gdmM y, opcionalmente, mas genes post-PKS, particularmente, una cepa disefiada
genéticamente en el que se haya eliminado o desactivado el homoélogo de gdmM. Adecuadamente, la cepa
productora de ansamicina es un estrectomiceto tal como NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp.
geldanus 0 DSM4137 de Streptomyces sp. 0 DSM40699 de Streptomyces violaceusniger.

- Una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina en la que se han eliminado o
desactivado uno o mas de los genes de biosintesis de la unidad iniciadora, por ejemplo, una cepa productora de
geldanamicina, por ejemplo, en la que se ha eliminado o desactivado gdmO o una cepa productora de
herbimicina, por ejemplo, en la que se ha eliminado o desactivado hbmO.

- Una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina (por ejemplo, una cepa
productora de geldanamicina o herbimicina), en la que se han eliminado o desactivado gdmM o un homélogo del
mismo y uno o mas genes de biosintesis de la unidad iniciadora y, opcionalmente, mas genes post-PKS. Por
ejemplo, se pueden eliminar o desactivar todos los genes de la agrupacién ahba-B de la cepa productora de
geldanamicina AM 3602 de S. hygroscopicus (u homélogo de otras cepas). Alternativamente, se puede eliminar o
desactivar parte de la agrupacion ahba-B de la cepa productora de la geldanamicina AM3602 de S.
hygroscopicus (o un homélogo de otras cepas) conduciendo a una cepa en la que se reduce o elimina la
biosintesis de AHBA, que se puede confirmar experimentalmente cuando el suministro de AHBA en dicha cepa
restablece la buena produccion de la geldanamicina o de otra ansamicina.

- Uso de dicha cepa disefiada genéticamente en la preparacién de un analogo de ansamicina (por ejemplo, un
analogo de 18,21-didesoxi-ansamicina).

- Anélogos de ansamicina obtenidos o que se pueden obtener mediante cualquiera de los procedimientos
anteriormente mencionados.

La ventaja de los compuestos de la invencién es que cabe esperar que tengan una o0 mas de las siguientes
propiedades: unién fuerte a Hsp90, rapida tasa de uniéon a Hsp90, buena solubilidad, buena estabilidad, buena
capacidad de formulacion, buena biodisponibilidad oral, buenas propiedades farmacocinéticas, incluyendo pero sin
limitacion, baja glucuronidacién, buena reabsorcion celular, buena farmacocinética en el cerebro, baja unién a los
eritrocitos, buen perfil toxicoldgico, buen perfil de hepatotoxicidad, buen perfil de nefrotoxicidad, pocos efectos
secundarios y pocos efectos secundarios cardiacos.

Ejemplos
Procedimientos generales
Medio 1 - MAM

En 1 | de agua destilada

Almidén de trigo 10g

Solidos de infusion| 2,59

de maiz
Extracto de 39
levadura
CaCOs 349

Sulfato de hierro 0,39

Agar 209

Esterilizacion mediante
autoclave a 121°C °C
durante 20 minutos.

32



5

10

15

20

25

ES 2389740 T3

Medio 2 - R6

A 700 ml de agua destilada

Sacarosa 200 g

Polvo de dextrina| 10 g

Acidos casamino | 1 g

MgSO4-7H20 0,05 g

*Elementos traza | 1 ml

K>SO, 0,1 g

Agar 209

*1g/l de elementos traza de
FeS0O4-7H.0, de
MnCI2-4H20 Yy de
ZnS04-7H20. Esterilizacion
mediante autoclave a 121
°C durante 20 minutos.

Tras la esterilizacion, se afiaden las siguientes soluciones estériles (cabe sefialar que el acido glutamico se esteriliza
por filtracién)

Sal monosodio de acido L-glutamico 100 ml
(0,65M)

CaCl,-2H,0 (0,48M) 100 ml
MOPS (pH 7,2) (0,1M) 100 ml

Extraccion de caldos de cultivo para el analisis CL-EM

Se mezclaron vigorosamente caldo de cultivo (1 ml) y acetato de etilo (1 ml) durante 15-30 min, tras lo que se
centrifugé durante 10 min. Se recogieron 0,5 ml de la capa organica, se evaporaron hasta la sequedad y luego se
volvieron a disolver en 0,25 ml de metanol.

Procedimiento del andlisis CL-EM

El CL-EM analitico se realizd6 mediante el procedimiento 1 de CL-EM en un sistema de CLAR Agilent HP1100 en
combinacion con un espectrometro de masas de electronebulizacion en modo iénico positivo y/o negativo Bruker
Daltonics Esquire 3000+. Procedimiento 1 de CL-EM: la cromatografia se realiz6 en una columna Phenomenex
Hyperclone (BDS de Cig, tamafio de particula de 3 micrometros, 150 x 4,6 mm) eluyendo a un caudal de 1 ml/min
mediante el siguiente procedimiento de elucién en gradiente; T=0, Bal 10 %; T =2, B al 10 %; T = 20, B al 100 %;
T=22,Bal 100 %; T =22,05, Bal 10 %; T = 25, B al 10 %. Fase movil A = agua + acido férmico al 0,1 %; fase movil
B = acetonitrilo + acido férmico al 0,1 %. Los espectros UV se registraron entre 190 y 400 nm, tomandose lo
cromatogramas extraidos a 210, 254 y 276 nm. Los espectros de masas se registraron entre 100 y 1.500 UMA.

Procedimientos de dilucidacion de las estructura de RMN

Los espectros de RMN se registraron en un espectréometro Bruker Advance 500 a 10,52 °C, funcionando a 500 MHz
y 125 MHz para 'H y B¢ respectivamente. Se usaron las secuencias de pulsos patron de Bruker para adquirir los
espectros de COSY de 'H-'H, APT, HMBC y HMQC. Los espectros de RMN se referenciaron con respecto a las
resonancias de proton residual o de carbono estandar de los disolventes en los que se procesaron.

Evaluacion de la pureza de los compuestos

Se analizaron los compuestos purificados mediante el procedimiento 2 de CL-EM descrito. Procedimiento 2 de CL-
EM: la cromatografia se realiz6 en una columna Phenomenex HyperClone BDS de Cis (4,6 x 150 mm, tamafio de
particula de 3 micrémetros) eluyendo con un gradiente de agua + acido féormico al 0,1 %:acetonitrilo + acido formico
al 0,1 %, (90:10) a (0:100) a 1 ml/min durante 20 min. Se analiz6 la pureza mediante EM a mudiltiples longitudes de
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onda (210, 254 y 276 nm). Todos los compuestos resultaron tener una pureza de >95 % a todas las longitudes de
onda. Finalmente, se confirmé la pureza mediante el examen de los espectros de RMN de N y 3¢c.

Bioanadlisis in vitro para la actividad anticancerigena

La evaluacién in vitro de la actividad anticancerigena de los compuestos en un grupo de lineas celulares tumorales
humanas en un ensayo de proliferacién en monocapas se realizé en la instalacion de pruebas Oncotest, Instituto de
Oncologia Experimental, OncotestGmbH, Freiburg. En la Tabla 1, se resumen las caracteristicas de las lineas
celulares seleccionadas.

Tabla 1 - Lineas celulares de prueba

N.°  Linea celular Caracteristicas

1 CNXF 498NL SNC

2 CXF HT29 Colon

3 LXF 1121 L Pulmoén, células grandes
4 MCF-7 Mama, estandar del NCI
5 MEXF394NL  Melanoma

6 DU145 Préstata - PTEN positivo

Se establecieron las lineas celulares Oncotest de xenoinjertos tumorales humanos segun lo descrito por Roth et al.,
(1999). El origen de los xenoinjertos donantes esta descrito por Fiebig et al., (1999). Se obtuvieron otras lineas
celulares del NCI (DU145, MCF-7) o se adquirieron en DSMZ, Braunschweig, Alemania.

Todas las lineas celulares, a no ser que se especifique lo contrario, se cultivaron a 37 °C en una atmésfera
humidificada (aire al 95 %, CO- al 5 %) en un medio “readymix” que contenia medio RPM11640, suero bovino fetal al
10 % y 0,1 mg/ml de gentamicina (PAA, Colbe, Alemania).

Se us6 un analisis de yoduro de propidio modificado para evaluar los efectos del/de los compuesto/s de prueba en el
crecimiento de lineas celulares tumorales humanas (Dengler et al., (1995)).

En sintesis, se cosecharon las células de cultivos en fase exponencial mediante tripsinizacion, se contaron y se
sembraron en placas de microvaloracion de fondo plano de 96 pocillos a una densidad celular dependiente de la
linea celular (5-10.000 células viables/pocillo). Tras 24 h de recuperacion para dejar que las células volvieran a
alcanzar un crecimiento exponencial, se afiadieron 0,010 ml de medio de cultivo (6 pocillos control por placa) o
medio de cultivo que contenia el andlogo de ansamicina a los pocillos. Se sembré cada concentracién por triplicado.
Los compuestos se aplicaron a cinco concentraciones (100; 10; 1; 0,1 y 0,01uM). Tras 4 dias de exposicion
continua, se reemplazé el medio de cultivo celular con o sin compuesto de prueba por 0,2 ml de una solucién acuosa
de yoduro de propidio (PI) (7 mg/l). Para medir la proporcion de células vivas, se pueden permeabilizar las células
mediante la congelacion de las placas. Tras descongelar las placas, se midié la fluorescencia usando el lector de
microplacas Cytofluor 4000 (excitacién a 530 nm, emision a 620 nm), siendo directamente proporcional al nimero
total de células viables.

La inhibicién del crecimiento se puede expresar como tratado/control x 100 ( %T/C).
Ejemplo 1 — Secuenciacion de la agrupacion de genes PKS de la macbecina

Se aisl6 ADN genémico de Actinosynnema pretiosum (ATCC 31280) y Actinosynnema mirum (DSM 43827, ATCC
29888) usando protocolos estandar descritos en Kieser et al., (2000). La secuenciaciéon del ADN se llevo a cabo en
la instalacién de secuenciacion del Departamento de Bioquimica, Universidad de Cambridge, Tennis Court Road,
Cambridge CB2 1QW mediante procedimientos estandar.

Se emplearon los cebadores BIOSG104 5'-GGTCTAGAGGTCAGTGCCCCCGCGTACCGTCGT-3' (SECIDN.1) y
BIOSG105 5'-GGCATATGCTTGTGCTCGGGCTCAAC-3' (SEC ID N.° 2) para amplificar el gen que codifica la
carbamoil-transferasa gdmN de la agrupacién de genes biosintéticos de la geldanamicina de NRRL 3602 de
Streptomyces hygroscopicus (nimero de acceso de la secuencia: AY179507) usando técnicas estandar. Se llevaron
a cabo experimentos de transferencia Southern usando los reactivos de DIG vy kits para el marcaje y la deteccion de
acidos nucleicos no radiactivos segun las instrucciones de los fabricantes (Roche). Se us6 el fragmento de ADN de
gdmN marcado con DIG como sonda heteréloga. Con la sonda generada de gdmN y el ADN gendmico aislado de
2112 de A. pretiosum, se identifico un fragmento de EcoRI de aproximadamente 8 kb en un andlisis de transferencia
Southern. Se clond el fragmento en Litmus 28 aplicando procedimientos estandar y se identificaron transformantes
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mediante la hibridacién de colonias. Se aislé el clon p3 y se secuencio el inserto de aproximadamente 7,7 kb. Se
digiri6 el ADN aislado del clon p3 con EcoRIl y EcoRl/Sacl, y se aislaron las bandas a aproximadamente 7,7 kb y a
aproximadamente 1,2 kb, respectivamente. Las reacciones de marcaje se llevaron a cabo segun los protocolos de
los fabricantes. Se crearon los bancos de césmidos de las dos cepas nombradas anteriormente usando el vector
SuperCos 1 y el kit de empaquetado Gigapack Il XL (Stratagene) segun las instrucciones de los fabricantes. Se
rastrearon estos dos bancos mediante protocolos estandar y, como sonda, se usaron los fragmentos marcados con
DIG del fragmento de EcoRlI de 7,7 kb obtenido del clon p3. Se identificé el cosmido 52 del banco de cdsmidos de A.
pretiosum y se sometié a secuenciacion en la instalacion de secuenciacion del Departamento de Bioquimica de la
Universidad de Cambridge. De igual manera, se identificaron el cdsmido 43 y el césmido 46 del banco de cdsmidos
de A. mirum. Los tres cosmidos contienen el fragmento de EcoRI de 7,7 kb, observado mediante el andlisis de
transferencia Southern.

Se amplificé un fragmento de aproximadamente 0,7 kpb de la region PKS del césmido 43 usando los cebadores
BIOSG124 5-CCCGCCCGCGCGAGCGGCGCGTGGCCGCCCGAGGGC-3' (SEC ID N.° 3) y BIOSG125 5'-
GCGTCCTCGCGCAGCCACGCCACCAGCAGCTCCAGC-3' (SEC ID N.° 4) respectivamente, aplicando protocolos
estandar, se clonaron y se usaron como una sonda para rastrear el banco de césmidos de A. pretiosum para solapar
clones. También se us6 la informacion de las secuencias del cosmido 52 para crear las sondas derivadas de los
fragmentos de ADN amplificados por los cebadores BIOSG130 5'-
CCAACCCCGCCGCGTCCCCGGCCGCGCCGAACACG-3' (SEC ID N.© 5) y BIOSG131 5'-
GTCGTCGGCTACGGGCCGGTGGGGCAGCTGCTGT-5' (SEC ID N.° 6), asi como BIOSG132 5'-
GTCGGTGGACTGCCCTGCGCCTGATCGCCCTGCGC-3' (SEC ID N.© 7) y BIOSG133 5'-
GGCCGGTGGTGCTGCCCGAGGACGGGGAGCTGCGG-3' (SEC ID N.° 8), que se usaron para rastrear el banco de
césmidos de A. pretiosum. Se aislaron los cosmidos 311 y 352, y se envié el cosmido 352 a secuenciacion. El
césmido 352 contiene un solapamiento de aproximadamente 2,7 kb con el césmido 52. Para rastrear mas cosmidos,
se amplific6 un fragmento de la PCR de aproximadamente 0,6 kb, usando los cebadores BIOSG136 5'-
CACCGCTCGCGGGGGTGGCGCGGCGCACGACGTGGCTGL-3' (SEC ID N.° 9) vy BIOSG 137 5-
CCTCCTCGGACAGCGCGATCAGCGCCGCGCACAGCGAG-3' (SEC ID N.° 10) y el césmido 311 como molde
aplicando protocolos estandar. Se rastre6 el banco de césmidos de A. pretiosum y se aislo el césmido 410. Se
solapa aproximadamente 17 kb con el cosmido 352 y se envi6é a secuenciacion. Se ensamblé la secuencia de los
tres césmidos solapantes (cosmido 52, cosmido 352 y cdsmido 410). La regidon secuenciada abarca 100 kpb, y se
identificaron 23 marcos abiertos de lectura que podian constituir la agrupacion de genes biosintéticos de la
macbecina. En la Tabla 3, se muestra la ubicacion de cada marco abierto de lectura de la SEC ID N.° 11.

Tabla 2 — Resumen de los cosmidos

Césmido Cepa

Césmido 43 | ATCC 29888 de Actinosynnema mirum

Cosmido 46 | ATCC 29888 de Actinosynnema mirum

Coésmido 52 |ATCC 31280 de  Actinosynnemal
pretiosum

Césmido 311 [ATCC 31280 de  Actinosynnema
pretiosum

Coésmido 352 |ATCC 31280 de  Actinosynnema
pretiosum

Coésmido 410 |ATCC 31280 de  Actinosynnema
pretiosum

Tabla 3 — Ubicacién de cada uno de los marcos abier  tos de lectura para los genes post-PKS y los genes de
biosintesis de la unidad iniciadora

’F\;(zs?lon de los nucledtidos de la SEC ID Nombre del gen Funcién de la proteina codificada
14925-17909* mbcRII regulador transcripcional
18025-19074c mbcO aminohidroquinato sintasa
19263-20066¢c* mbc? desconocida, biosintesis de AHBA
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(continuacién)

E%Siiilén de los nuclegtidos de la SEC 1D Nombre del gen Funcion de la proteina codificada
20330-40657 mbcAl PKS

40654-50859 mbcAll PKS

50867-62491* mbcAlll PKS

62500-63276* mbcF amido sintasa

63281-64852* mbcM C21 monooxigenasa
64899-65696¢* PH fosfatasa

65693-66853c* 0).4 oxidorreductasa
66891-68057c* Ahs AHBA sintasa

68301-68732* Adh ADHQ deshidratasa
68690-69661 c* AHk AHBA quinasa
70185-72194c* mbcN carbamoiltransferasa
72248-73339c mbcH ruta de la metoximalonil-ACP
73336-74493c mbcl ruta de la metoximalonil-ACP
74490-74765c mbcJ ruta de la metoximalonil-ACP
74762-75628c* mbcK ruta de la metoximalonil-ACP
75881-76537 mbcG ruta de la metoximalonil-ACP
76534-77802* mbcP C4,5 monooxigenasa
77831-79054* mbcP450 P450

79119-79934* mbcMT1 O-metiltransferasa
79931-80716* mbcMT2 O-metiltransferasa

[Nota 1: c indica que el gen esta codificado por la cadena de ADN complementaria; Nota 2: a veces ocurre que se
puede identificar mas de un posible codén de inicio candidato. El experto en la técnica lo reconocera y podra
identificar otros posibles codones de inicio alternativos. Se han indicado aquéllos genes que tienen mas de un
posible codén de inicio con el simbolo “*. A lo largo de la tabla, se indican los que se consideran codones de
inicio. Sin embargo, el experto en la técnica apreciara que puede ser posible generar proteina activa usando un
codon de inicio alternativo].

Ejemplo 2 — Generacién de una cepa con gdmM desactivado
Se llev6 a cabo una eliminacion en marco de gdmM de la siguiente manera.

2.1 Clonacién de homélogos de ADN a la regién flangueante secuencia arriba de gdmM

Se usan los oligos gdmifor (SEC ID N.° 12) y gdmlrev (SEC ID N.° 13) para amplificar una region de ADN de 2268
pb de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) en una reaccion PCR estandar usando ADN
gendmico como molde y ADN polimerasa de Pfu. Una prolongacion de 5’ en cada oligo introduce sitios de restriccion
para ayudar a la clonacién del fragmento amplificado. El producto de la PCR (PCRgdm 1) cubre una region de
homologia secuencia arriba de gdmM hasta e incluyendo los 2 primeros aminoacidos de gdmM. Se cloné este
fragmento de 2268 pb en pUC18 que se linealizé con Smal y se desfosforilé, dando pUC18gdm1.
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g dmlfor TTARGCTTGGACCGGCGCGAACTCGCGGACACCCACCT
Hind111
(SEC ID N.° 12)

gdmlrev TTTCTAGAGGTCATGCGCCCGCCAGGATCAGGTCGACC
Xba 1 .

(SEC ID N.° 13)

Se identifica el plasmido pUC18gdm1 mediante la digestidon con las enzimas de restriccion Ndel y Smal que da los
tres fragmentos de 439 pb, 1687 pb y 2828 pb.

2.2 Clonacién de homdlogos de ADN a la reqién flanqueante secuencia abajo de gdmM.

Se usan los oligos gdm2for (SEC ID N.° 14) y gdm2rev (SEC ID N.° 15) para amplificar una region de ADN de 2267
pb de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) en una reaccion PCR estandar usando ADN
gendémico como molde y ADN polimerasa de Pfu. Se disefia una prolongaciéon de 5’ en cada oligo para introducir
sitios de restricciobn que ayuden a la clonacién del fragmento amplificado. El producto amplificado por PCR
(PCRgdm2) cubre una regién de al menos 2 aminoacidos de gdmM, el codén de terminacién y una region de
homologia secuencia abajo de gdmM. Se cloné este fragmento de 2267 pb en pUC18, que se linealizé con Smal,
dando como resultado el plasmido puC18gdma2.

gdm2for TTTC'IAGACCTTCGTAAGGCTCCCCTGCC'TGGGCATGG

. Xbal
(SEC ID N.° 14)

gan rev TTGAATTCTCTGCTCGGCTACGGCTTCGGCGACGAGTA
EcoRI ' '
(SEC ID N.° 15)

Se identifica el plasmido pUC18gdm2 mediante la digestidn con las enzimas de restriccion Ndel y Smal que da los
tres fragmentos de 440 pb, 1594 pb y 2919 pb.

2.3 Generacion de un plasmido para efectuar una eliminacién en marco de gdmM

Se clonan los productos PCRgdm1 y PCRgdm2 en pKC1139 en una etapa de la siguiente manera. Se digiere
pKC1139 con Hindlll y EcoRl, y se liga el fragmento de la estructura principal generado con PCRgdm1l en un
fragmento Hindlll/Xbal y PCRgdm2 en un fragmento Xbal/EcoRI en una sola union de tres partes. Se usa la
digestion con enzimas de restriccion para confirmar el plasmido final, pKC1139gdm1gdm?2.

2.4 Transformacién de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) y seleccién de un mutante por
eliminacién de gdmM

Se transforma ET12567 de Escherichia coli, que alberga el plasmido pUZ8002, con pKC1139gdmlgdm2 mediante
electroporacién para generar la cepa donante de E. coli para la conjugacion. Se usa esta cepa para transformar
Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) mediante la conjugacién usando procedimientos
estandar (Kieser et al., (2000) Practical Streptomyces Genetics). Se siembran los exconjugantes en placas con
medio 2 y se incuban a 28 °C. Se cubren las placas tras 24 h con 50 mg/l de apramicina y 25 mg/l de acido
nalidixico. Los vectores basados en pKC1139 se autorreplican a 28 °C, de manera que se prevé que los
transformantes contienen pKC1139gdmlgdm2 como plasmido de autorreplicacion. Tras 4-7 dias, se siembran por
parcheo las colonias en placas con medio 2 que contiene apramicina (50 mg/l) y acido nalidixico (25 mg/l). Luego se
incuban las placas a 37 °C durante 3-4 dias. El aumento de la temperatura detiene la replicacion del plasmido libre
basado en pKC1139, cuyo replicén no funciona a 37 °C y, por tanto, la seleccién continua con apramicina selecciona
la integracion en el cromosoma a través de una de las regiones de homologia. Entonces se vuelven a sembrar por
parcheo las colonias en placas con medio 2 que contiene apramicina y acido nalidixico, y se incuban a 37 °C durante
3-4 dias para garantizar que no se pasan mas células de E. coli.
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Subcultivo para recombinantes secundarios

Tras otros 3-4 dias de la incubacion, se llevan a cabo etapas de subcultivo usando placas con medio 2 sin
antibiético. Para ello, se raspa material de cada parche, se siembra en una placa de agar con medio 2 y se incuba a
37 °C hasta que se observa un buen crecimiento, cominmente, a los tres dias. Se realiza una segunda, tercera y
cuarta etapa de subcultivo mediante la misma técnica. Se incuba la cuarta etapa de subcultivo a 28 °C para permitir
la esporulacion. Cuando la esporulacion se hace visible tras varios dias (comUnmente, 7-10 dias), se aislan
suspensiones de esporas y se llevan a cabo series de dilucién mediante técnicas estandar. Se extienden alicuotas
de las series de dilucién en placas con medio 1 y se incuban a 28 °C hasta que las colonias se hacen visibles. Se
recoge cada colonia y se siembra por parcheo en paralelo en placas de medio 1 con y sin apramicina.

Se vuelven a sembrar los parches que crecen en la placa sin antibiético, pero que no crecen en la placa con
apramicina sobre placas de +/- apramicina para confirmar la pérdida del marcador de antibidtico. La cepa mutante
codifica una proteina GdmM inactiva con una eliminacion en marco de 543 aminoéacidos.

Se siembran por parcheo los mutantes por eliminacion de gdmM sobre medio 1 y se cultivan a 28 °C durante cuatro
dias. Se usa un tapo6n circular de 6 mm de cada parche para inocular tubos Falcon de 50 ml individuales que
contienen 10 ml de medio sembrado (por litro; 40 g de glucosa, 10 g de melazas de remolacha, 2,5 g de extracto de
levadura, 2,5 g de peptona, 2,5 g de triptona, 5 g de harina de avena). Se incuban estos cultivos sembrados durante
36-72 h a 28 °C, 300 rpm con una incisién de 2,5 cm. Luego se usan para inocular (0,5 ml en 10 ml) el medio de
produccién (el mismo que el medio sembrado) y se cultivan a 28 °C durante 6 dias. Se extraen los metabolitos
secundarios y se analizan mediante CL-EM para la produccién de analogos de geldanamicina segun lo descrito en
los Procedimientos generales. Se disefia un mutante, gdmM™ de S. hygroscopicus, que deberia producir compuesto
1, que se espera que sea indistinguible de KOS-1806 (Rascher et al., 2005). El experto en la técnica puede disefiar
facilmente otras estrategias de desactivaciéon de gdmM alternativas, por ejemplo, mediante la integracién o la
generacion de un mutante de interrupcion mediante la insercién de un gen de resistencia segun lo publicado por
Rascher (2005).

Ejemplo 3 — Generacion de nuevos andlogos de geldana  micina suministrando analogos de AHBA a la cepa
con gdmM desactivado gdmM " de S. hygroscopicus

3.1 Biotransformacién usando gdmM de S. hygroscopicus:

Se siembra por parcheo gdmM™ de S. hygroscopicus, cuya generacién se describe en el Ejemplo 2 anterior, en
placas de MAM (medio 1) y se cultivan a 28 °C durante tres dias. Se usa un tapon circular de 6 mm para inocular
tubos Falcon de 50 ml individuales que contienen 10 ml de medio sembrado (por litro; 40 g de glucosa, 10 g de
melazas de remolacha, 2,5 g de extracto de levadura, 2,5 g de peptona, 2,5 g de triptona, 5 g de harina de avena).
Se incuban estos cultivos sembrados durante 36-72 h a 28 °C, 300 rpm con una incisiéon de 2,5 cm. Luego se usan
para inocular (0,5 ml en 10 ml) el medio de produccién (el mismo que el medio sembrado) y se cultivan a 28 °C
durante 24 h. Se afladen 0,1 ml de una solucién de cultivo patron 200mM suministrada (en metanol, véase la lista de
la Tabla 4) a cada tubo Falcon, dando una concentracidon suministrada final de 2mM. Se incuban los tubos durante 6
dias mas a 28 °C.

3.2 ldentificacién de nuevos analogos de geldanamicina mediante CL-EM en extractos de cultivo

Se generan extractos de la fermentacién descritos en el Ejemplo 3.1 y se analizan mediante CL-EM segun lo
descrito en los Procedimientos generales. En todos los casos, las principales ansamicinas que se espera observar
se describen en la Tabla 4. La tabla describe el analogo de acido benzoico sustituido que se suministra a la cepa, las
principales masas de CL-EM y la masa de los compuestos principales. Las Figuras 3 y 4 muestran las estructuras de
los compuestos que se espera producir.
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Numero del

Analogo

de AHBA

experimento suministrado Compuesto producido [M+Na] [M-H] Masa
3A /@\ 14 541 517 518,3
15 525 501 502
HO,C NH»
3B HO 14 541 517 | 5183
D\ 16 541 517 518
HO,C NH,
3C Fw 14 541 517 | 5183
D\ 17 543 519 520
HO-C NH
3D F 14 541 517 | 5183
/@\' 18 543 519 520
HO,C NH,
3E F 14 541 517 | 5183
HOD\ 19 559 535 | 536
HO,C NH,
3F F 14 541 517 | 5183
FIj\ 20 561 537 538
HO,C NH,
3G F 14 541 517 | 5183
F 21 579 555 556
HO,C NH,
F
3H 14 541 517 | 5183
22 559 535 536

HO,C

M
O
;jI

NH,
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(Continuacién)

Nume_ro del Anal_ogo de AHBA Compuesto producido [M+Na]® | [M-H]" | Masa
experlmento suministrado
3l OH 14 541 517 518,3
HsC i 23 555 531 532
HO,C NH,
3J OH 14 541 517 518,3
Fac]i:l\ 24 609 585 586
HO,C NH,
3K OH 14 541 517 518,3
Etfj\ 25 569 545 546
HOLC NH,
3L OH 14 541 517 518,3
26 575 551 552
HO,C NH,
Cl
3M OH 14 541 517 518,3
. 27 559 535 536
HO,C NH,
F
3N 14 541 517 518,3
QOH 28 541 517 518
HOZC NH2
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(Continuacién)

NUmero

de

Analogo de

AHBA

experimento suministrado Compuesto producido [M+Na] [M-H] Masa
30 14 541 517 518,3
ﬁ 29 559 535 536
HO,C
3P F 14 541 517 518,3
/CKOH 30 559 535 536
HO,C NH,
30 14 541 517 518,3
31 555 531 532
HOC".
3R 14 541 517 518,3
32 543 519 520
HOzC
3S 14 541 517 518,3
33 541 517 518
HO,C NH
OH
3T F 14 541 517 518,3
34 559 535 536
HO,C NH,
OH
3U 14 541 517 518,3
35 575 551 552

Cl
HO,C~ : “NH,
OH
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(Continuacién)

Nume_ro del Anal_ogo de AHBA Compuesto producido [M+Na]® | [M-H]" | Masa
experimento suministrado
3V : 14 541 517 518,3
36 559 535 536
HO,C NH,
OH
3w 14 541 517 518,3
Cl 37 575 551 552
HO,C NH,
OH

Ejemplo 4 — Generacién de una cepa con desactivacion de la biosintesis de AHBA

La ventaja de producir una cepa con el/los gen/es implicado/s en la sintesis de AHBA desactivada es que hay una
menor competicion del AHBA natural en la cepa. El suministro de analogos de acido benzoico sustituidos puede, por
tanto, ser mas eficaz y ademas conducir a una purificacion mas sencilla. El procedimiento que aparece a
continuacién esta adaptado de Rascher et al., 2005.

4.1 Construccion del plasmido pKC1139AHBAdel

Se usan los oligos LHSfor (SEC ID N.° 16) y LHSrev (SEC ID N.° 17) para amplificar una region de -1,65 kpb de ADN
de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (N RRL 3602) en una reaccién PCR estandar usando ADN
gendmico como molde y ADN polimerasa de KOD. Se disefia una prolongacién de 5’ en cada oligo para introducir
sitios de restriccion que ayuden a la clonacion del fragmento amplificado. El producto de la PCR amplificado (LHS de
PCR) cubre una region de la cadena izquierda de la agrupacion “B” de AHBA asociada con la produccion de AHBA.
Se clona este fragmento de -1,65 kpb en pUC18 que se ha digerido previamente con Smal y se desfosforila, dando
pUC18LHS.

LHSfor CGCAAGCTTAGACCTCGACCACCGGTGTCTGGA
HindIII '

(SEC ID N.° 16)

LHSrev CCGTCTAGACACGATTTCCAGCGCATGGCCCA
Xbal '

(SEC ID N.° 17)

Se usan los oligos RHSfor(SEC ID N.° 18) y RHSrev (SEC ID N.° 19) para amplificar una regién de ADN de -0,98 pb
de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) en una reaccion PCR estandar usando ADN
gendmico como molde y ADN polimerasa de KOD. Se disefia una prolongacién de 5’ en cada oligo para introducir
sitios de restriccion que ayuden a la clonacion del fragmento amplificado. El producto amplificado por PCR (LHS de
PCR) cubre una region de la cadena derecha de la agrupacién “B” de AHBA asociada con la produccion de AHBA.
Se clona este fragmento de -0,98 kpb en pUC18 que se ha digerido previamente con Smal y se desfosforila, dando
pUC18RHS.
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RHSfor TGCTCTAGACTCACCCGCTCGCCTTCGTCA

Xbal
(SEC ID N.° 18)

RHSrev TGCGAATTCTGAGCCACCACGGCGTGTGACA

EcoRI
(SEC ID N.° 19)

Se clonan los productos PCRLHS y PCRRHS en pKC1139 en una etapa de la siguiente manera. Se digiere
pKC1139 con Hindlll y EcoRl, y se liga el fragmento de la estructura principal generado con PCRLHS en un
fragmento de Hindlll/Xbal y PCRRHS en un fragmento Xbal/EcoRI, tomando cada fragmento de PCR del clon
pUC18, en una sola union de tres partes. Se usa la digestién con enzimas de restriccion para confirmar el plasmido
final, que se designa pKC1139AHBAdEel.

4.2 Transformacién de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) y seleccién de un mutante por
eliminacion de “B” de AHBA

Se transformé ET12567 de Escherichia coli, que alberga el plasmido pUZ8002, con pKC1139AHBAdel mediante
electroporacion para generar la cepa donante de E. coli para la conjugacion. Se usa esta cepa para transformar
Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) mediante conjugacion (Kieser et al., (2000) Practical
Streptomyces Genetics). Se siembran los exconjugantes en placas con medio 2 y se incuban a 28 °C. Se cubren las
placas tras 24 h con 50 mg/l de apramicina y 25 mg/l de acido nalidixico. Los vectores basados en pKC1139 se
autorreplican a 28 °C, de manera que se prevé que los transformantes contengan pKC1139AHBAdel como plasmido
de autorreplicacion. Tras 4-7 dias, se siembran por parcheo las colonias en placas con medio 2 que contiene
apramicina (50 mg/l) y acido nalidixico (25 mg/l). Luego se incuban las placas a 37 °C durante 3-4 dias. Después se
produce la integracion del plasmido en el cromosoma mediante recombinacién homologa. Entonces se vuelven a
sembrar por parcheo las colonias en placas con medio 2 que contiene apramicina y acido nalidixico, y se incuban a
37 °C durante 3-4 dias para garantizar que no se pasan mas células de E. coli.

Subcultivo para recombinantes secundarios

Tras otros 3-4 dias de la incubacion, se llevan a cabo etapas de subcultivo usando placas con medio 1 sin
antibiotico.

Para ello, se raspa material de cada parche, se siembra en una placa de agar con medio 1y se incuba a 37 °C hasta
que se observa un buen crecimiento, cominmente, a los tres dias. Se realiza una segunda, tercera y cuarta etapa de
subcultivo mediante la misma técnica. Se incuba la cuarta etapa de subcultivo a 28 °C para permitir la esporulacion.
Cuando la esporulacion se hace visible tras varios dias (comunmente, 7-10 dias), se aislan suspensiones de
esporas y se llevan a cabo series de dilucion mediante técnicas estandar. Se extienden alicuotas de las series de
dilucién en placas con medio 1 y se incuban a 28 °C hasta que las colonias se hacen visibles. Se recoge cada
colonia y se siembra por parcheo en paralelo en placas de medio 1 con y sin apramicina.

Se vuelven a sembrar los parches que crecen en la placa sin antibiético, pero que no crecen en la placa de
apramicina sobre placas de +/- apramicina para confirmar la pérdida del marcador de antibidtico. La cepa mutante
contiene una gran eliminacion en la regién biosintética de “B” de AHBA.

Se siembran por parcheo los mutantes por eliminaciéon sobre medio 1 y se cultivan a 28 °C durante cuatro dias. Se
usa un tapoén circular de 6 mm de cada parche para inocular tubos Falcon de 50 ml individuales que contienen 10 ml
de medio sembrado (por litro; 40 g de glucosa, 10 g de melazas de remolacha, 2,5 g de extracto de levadura, 2,5 g
de peptona, 2,5 g de triptona, 5 g de harina de avena). Se incuban estos cultivos sembrados durante 36-72 h a 28
°C, 300 rpm con una incisiéon de 2,5 cm. Luego se usan para inocular (0,5 ml en 10 ml) el medio de produccion (el
mismo que el medio sembrado) y se cultivan a 28 °C durante 6 dias. Se extraen los metabolitos secundarios y se
analizan mediante CL-EM para la produccion de analogos de geldanamicina segin lo descrito en los Procedimientos
generales. Un mutante se designa AHBA de S. hygroscopicus y se caracteriza por la falta de produccién de
geldanamicina. Ademas, se deberia restablecer la produccién de geldanamicina suministrando AHBA a las 24 horas
en la produccién.
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Ejemplo 5 — Generaciéon de una cepa con desactivacion tanto de gdmM como de la biosintesis de AHBA
mediante la transformacion de gdmM " de Streptomyces hygroscopicus con pKC1139AHBAdel

Se puede mejorar el éxito de alimentar a gdmM de Streptomyces hygroscopicus eliminando la competicion por
AHBA. Por lo tanto, mediante exactamente el mismo procedimiento que para el Ejemplo 4, se lleva a cabo una
eliminacion de "B" de AHBA en gdmM de Streptomyces hygroscopicus, generando una cepa superior para la
produccion de compuestos de la invencion.

Se transformé ET12567 de Escherichia coli, que alberga el plasmido pUZ8002, con pKC1139AHBAdel mediante
electroporacion para generar la cepa donante de E. coli para la conjugacion. Se usa esta cepa para transformar
Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus (NRRL 3602) mediante conjugacion usando procedimientos estandar
(Kieser et al., (2000) Practical Streptomyces Genetics). Los exconjugantes se seleccionaron segun lo descrito
anteriormente (Ejemplo 4) y los recombinantes secundarios se seleccionaron como se ha descrito anteriormente.

La cepa de doble eliminacion final se designa gdmM-AHBAB- de Streptomyces hygroscopicus y se caracteriza por
su falta de produccién de geldanamicina o analogos de geldanamicina. Cuando se complementan los cultivos de
produccién con AHBA, se restablece la produccion de KOS-1806 (Rascher et al., 2005).

Ejemplo 6 — Generacién de nuevos analogos de geldana  micina, mediante el suministro a una cepa de gdmM
y la sintesis AHBA desactivados: gdmM "AHBAB " de Streptomyces hygroscopicus

16.1. Biotransformacién usando gdmM AHBAB’ de Streptomyces hygroscopicus:

Se siembra por parcheo gdmM AHBAB" de Streptomyces hygroscopicus, cuya generacion se describe en el Ejemplo
5 anterior, en placas de MAM (medio 1) y se cultivan a 28 °C durante tres dias. Se usa un tapén circular de 6 mm
para inocular tubos Falcon de 50 ml individuales que contienen 10 ml de medio sembrado (por litro; 40 g de glucosa,
10 g de melazas de remolacha, 2,5 g de extracto de levadura, 2,5 g de peptona, 2,5 g de triptona, 5 g de harina de
avena). Se incuban estos cultivos sembrados durante 36-72 h a 28 °C, 300 rpm con una incisiéon de 2,5 cm. Luego
se usan para inocular (0,5 ml en 10 ml) el medio de produccion (el mismo que el medio sembrado) y se cultivan a 28
°C durante 24 h. Se afiaden 0,1 ml de solucién de cultivo patrén suministrada 200mM (en metanol, véase la lista de
la Tabla 5) a cada tubo Falcon, dando una concentracion final suministrada de 2mM. Se incuban los tubos durante 6
dias mas a 28 °C.

16.2 Ildentificacién de nuevos analogos de geldanamicina mediante CL-EM en extractos de cultivo

Se generan extractos de la fermentacion descritos en el Ejemplo 16.1 y se analizan mediante CL-EM segun lo
descrito en los Procedimientos generales. En todos los casos, las principales ansamicinas que se espera observar
se describen en la Tabla 5, y estas ansamicinas no se deben ver en los extractos de las fermentaciones no
alimentadas. La tabla describe el analogo de acido benzoico sustituido que se suministra a la cepa, las masas de
CL-EM y la masa del compuesto. Las Figuras 3 y 4 muestran las estructuras de los compuestos que se esperan
producir.

Tabla 5 — compuestos identificados mediante CL-EM

NUmero de Anélogo de AHBA Comp uesto producido [M+Na]™ | [M-H]" | Masa
experimento suministrado
6A 15 525 501 502

HO,C NH>

6B HO 16 541 517 518
HO,C NH,

6C F 17 543 519 520
HO-C NH
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(Continuacién)

NUmero de Anélogo de AHBA Compuesto producido [M+Na]™ | [M-H]" | Masa
experimento suministrado
6D F 18 543 519 520
HO,C” t “NH,
6E F 19 559 535 536
HO,C NH,
6F F 20 561 537 538
HO,C NH,
6G F 21 579 555 556
F
HOLC NH,
F
6H OH 22 559 535 536
HOZC NH2
6l -—-C_)H— 23 555 531 532
HO,C NH,
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(Continuacién)

NUmero de Anélogo de AHBA Compuesto producido [M+Na]™ | [M-H]" | Masa
experimento suministrado
6J OH 24 609 585 586
HOZC NHZ
6K OH 25 569 545 546
"
HO,C NH,
6L OH 26 575 551 552
HO,C” i ~NH,
Cl
6M OH 27 559 535 536
HO,C” i “NH,
F
6N 28 541 517 518
oW
HO,C NH,
60 OH 29 559 535 536
@EF
HO,C NH,
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(Continuacién)

NUmero de Anélogo de AHBA Compuesto producido [M+Na]™ | [M-H]" | Masa
experimento suministrado
6P F 30 559 535 536
JCEOH
HO,C NH,
6Q OH 31 555 531 532
HO,C”~ i “NH,
CH,
6R 32 543 519 520
HO,C”~ : “NH,
F
6S 33 541 517 518
HO,C” ; “NH,
OH
6T F 34 559 535 536
HO,C”~ i “NH,
6U 35 575 551 552

HO,C NH,

|
- I

OH

47




10

15

20

25

30

ES 2389740 T3

(Continuacién)

NUmero de Anélogo de AHBA Compuesto producido [M+Na]™ | [M-H]" | Masa
experimento suministrado
6V 36 559 535 536
HO,C NH,
OH
6W 37 575 551 552
Ci
HO,C NH,
OH

Todas las referencias que incluyen patentes y solicitudes de patente que aparecen en la presente solicitud estan
incorporadas en la presente memoria por referencia en la mayor extension posible. A lo largo de la memoria y de las
reivindicaciones que figuran a continuacion, a no ser que el contexto exija lo contrario, se entendera que la palabra
“comprende” y las variaciones tales como “que comprende” implican la inclusién de un nidmero entero una etapa o
un grupo de nimeros enteros establecidos, pero no la exclusion de ninguiin otro nimero entero o etapa o grupo de
ndmeros enteros o de etapas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (IA) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables:

en la que:

R representa H, OH o OMe;
R representa H o Me;

Rs representa H o CONHy;
R4y Rs representan ambos H;
Res representa H, OH, OMe o F;
R7 representa H o F;

Rg representa H o F;

Ro representa H.

2. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que:
cuando Re representa H o OH, entonces no todos los R7, Rg y Rg representan H.
. Un compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, en el que R; representa H.
. Un compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, en el que R; representa OH.
. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que R representa H.
. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que R3 representa CONH..
. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que Rs, R7 y Rg no representan todos H.

. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que Rs, R7 y Rg representan todos H.

© 0o N o 0o b~ w

. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que cuando R;i representa H, Rz
representa H, R3 representa CONH», Re representa H y Rz representa H, entonces Rg no representa H.

10. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que Re representa H o F.

11. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que R; representa H, R, representa H 'y
Rs representa CONHz y Rg representa OH.

12. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R representa H, R, representa H, R3 representa CONH», Rg
representa OH y cada uno de R y Rg representa H.

13. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R representa H, R, representa H, Rs representa CONH>, Rg
representa F y cada uno de R7 y Rg representa H.

14. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONHa, Rg
representa F y cada uno de R7 y Rg representa H.

15. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R representa H, R, representa H, R3 representa CONH», Rg
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representa H, R7 representa F y Rg representa H.

16. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R representa H, R, representa H, R3 representa CONH», Rg
representa OH, Ry representa F y Rg representa H.

17. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R; representa OH, R, representa H, R3 representa CONHa, Rg
representa H, R; representa F y Rg representa H.

18. Un compuesto seguin la reivindicaciéon 1, en el que R; representa H, Rz representa H, Rs representa CONHa,
cada uno de Rs y Ry representa F y Rg representa H.

19. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R; representa OH, R, representa H, Rs representa CONHy,
cada uno de Rs y Ry representa F y Rg representa H.

20. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Ri representa H, R, representa H, R3 representa CONH,
cada uno de R, R7 y Rg representa F.

21. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que es:

18

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
22. Un compuesto segun la reivindicacién 1, que se selecciona entre:

18
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y las sales farmacéuticamente aceptables de uno cualquiera de los mismos.

23. Un compuesto segun la reivindicacién 1 seleccionado entre:
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HyCH,C. 17

O——CONH,

y las sales farmacéuticamente aceptables de uno cualquiera de los mismos.

24. Un compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado entre:
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y las sales farmacéuticamente aceptables de uno cualquiera de los mismos.

25. Un compuesto seleccionado entre:




10

15

20

25

30

35

40

ES 2389740 T3

y las sales farmacéuticamente aceptables de uno cualquiera de los mismos.
26. Un procedimiento para preparar un analogo de ansamicina segun la reivindicacion 1 que comprende:

a) proporcionar una cepa que produzca una ansamicina o un analogo de la misma cuando se cultiva en
condiciones apropiadas;

b) suministrar una unidad iniciadora que no sea AHBA a dicha cepa de modo que la unidad iniciadora se
incorpore a dicho analogo de ansamicina;

¢) cultivar dicha cepa en condiciones adecuadas para la produccion de un analogo de ansamicina; y

d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

27. Un procedimiento segun la reivindicacion 26, en el que la unidad iniciadora suministrada en la etapa (b) no es
acido 3-aminobenzoico.

28. Un procedimiento segun la reivindicacién 26 6 27, en el que la unidad iniciadora suministrada en la etapa (b) no
es acido 3,5-diaminobenzoico, acido 3-amino-4-hidroxibenzoico ni &cido 3-amino-4-clorobenzoico.

29. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a la reivindicaciéon 28, en el que la cepa de a) se
caracteriza por ser una cepa en la que se han eliminado o desactivado uno o mas genes de la biosintesis de AHBA.

30. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a la reivindicacion 28, en el que la cepa de a) esta
mutada para disminuir la eficacia de la biosintesis de AHBA.

31. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30 o la reivindicacion 32, en el que las
condiciones de la etapa c) son tales que la eficacia de la biosintesis de AHBA es subéptima.

32. El procedimiento de la reivindicacion 31, en el que el AHBA es producido por la cepa hasta un nivel que, no
obstante, permita la incorporacion de la unidad iniciadora no natural suministrada.

33. El procedimiento de la reivindicacion 32, en el que la cantidad de unidad iniciadora no natural suministrada
incorporada es > 20 % de la incorporacién de unidad iniciadora total.

34. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 33, en el que la unidad iniciadora se selecciona
de:

Ry
Rg Rg

HOOC NH,
Rg

{m

en el que Rg, R7, Rg Yy Rg son como se definen en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20;
o un analogo del mismo, en el que se deriva el resto acido.

35. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 34, en el que la cepa es una cepa
productora de ansamicina y la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa produzca un analogo de 18,21-
didesoxi-ansamicina.

36. Un procedimiento segun la reivindicacion 35, en el que la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa
produzca un analogo de 18,21-didesoxi-ansamicina que esta opcionalmente sustituido con fltor.

37. Un procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa
produzca un andlogo de 18,21-didesoxi-ansamicina que esta sustituido con fldor.

38. Un procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37, en el que la cepa es una cepa
productora de ansamicina y la unidad iniciadora se selecciona de modo que la cepa produzca un analogo de
ansamicina que no esté sustituido en las posiciones 18 ¢ 21 del anillo de benceno.

39. Un procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 38 que (i) comprende ademas la etapa de
someter el producto de la etapa (d) a un proceso de modificacién quimica o biotransformacion, opcionalmente
seguido por la etapa de aislamiento de los compuestos resultantes o (ii) que comprende ademas la etapa de someter
el producto de la etapa (c) a un proceso de modificacién quimica o biotransformacion anterior a la etapa (d).

40. Un procedimiento para la generaciéon de analogos de ansamicina segun la reivindicacion 1, procedimiento que
comprende:
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a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca una ansamicina o un analogo de la misma cuando se
cultive en condiciones apropiadas en las que, opcionalmente, se hayan eliminado o desactivado uno o mas genes
post-PKS y/o se hayan eliminado o desactivado uno o mas genes de biosintesis de la unidad iniciadora;

b) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

d) cultivar dicha cepa huésped modificada en condiciones adecuadas para la produccion de analogos de
ansamicina; y

d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

41. Un procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que la unidad iniciadora no es acido 3,5-diaminobenzoico,
acido 3-amino-4-hidroxibenzoico ni 4cido 3-amino-4-clorobenzoico.

42. Un procedimiento segun la reivindicacién 40 o la reivindicacion 41, en el que la unidad iniciadora no es acido 3-
amino-benzoico.

43. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 42, en el que la unidad iniciadora
suministrada es un &cido iniciador.

44. Un analogo de ansamicina que se puede obtener mediante el proceso de una cualquiera de las reivindicaciones
26 a 43.

45. Una composicion farmacéutica que comprende un analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y 44, junto con uno o mas diluyentes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

46. Un analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 y 44 o una composicion segun la reivindicacion 45 para su uso como un medicamento.

47. Un analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 y 44, o una composicion segun la reivindicacién 45 para su uso en el tratamiento de cancer,
tumores malignos de linfocitos B, malaria, infeccion flingica, enfermedades del sistema nervioso central y
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades dependientes de la angiogénesis, enfermedades autoinmunes y/o
como un pretratamiento profilactico para el cancer.

48. Un analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables o una composicion para su uso
segun la reivindicacion 46 6 47, en el que el analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables se administra en combinacién con otro tratamiento.

49. Un analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables o una composicion para su uso
segun la reivindicacion 48, en el que el otro tratamiento se selecciona del grupo que consiste en: bleomicina,
capecitabina, cisplatino, citarabina, ciclofosfamida, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, gemcitabina, leucovorina,
metotrexato, mitoxantona, los taxanos que incluyen paclitaxel y docetaxel, vincristina, vinblastina y vinorelbina; las
terapias hormonales, anastrozol, goserelina, acetato de megestrol, prednisona, tamoxifeno y toremifeno; las terapias
de anticuerpos monoclonales tales como el trastuzumab (ani-Her2), cetuximab (ant-EGFR) y bevacizumab (anti-
VEGF); y los inhibidores de la proteina quinasa tales como imatinib, dasatinib, gefitinib, erlotinib, lapatinib,
temsirolimus; los inhibidores del proteasoma tales como bortezomib; inhibidores de histona desacetilasa (HDAC)
tales como el vorinostat; inhibidores de la angiogénesis tales como sunitinib, sorafenib, lenalidomida, radioterapia o
cirugia.

50. Un procedimiento para la produccién de un analogo de 18,21-didesoxi-ansamicina o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y 44, procedimiento que
comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca una ansamicina o un analogo de la misma cuando se
cultive en condiciones apropiadas;

b) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

c) cultivar dicha cepa huésped en condiciones adecuadas para la produccion de analogos de 18,21-didesoxi-
ansamicina; y

d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.

51. Un procedimiento para la produccién de un analogo de 18,21-didesoxi-ansamicina o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables segun la reivindicacién 50, procedimiento que comprende:

a) proporcionar una primera cepa huésped que produzca geldanamicina o un analogo de la misma cuando se
cultive en condiciones apropiadas;

b) suministrar a dicha cepa una unidad iniciadora no natural;

c) cultivar dicha cepa huésped en condiciones adecuadas para la produccion de analogos de 18,21-didesoxi-
ansamicina; y

d) opcionalmente, aislar los compuestos producidos.
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52. El procedimiento segun la reivindicacion 50 6 51, en el que el procedimiento comprende ademas la etapa de:

e) eliminar o desactivar uno o mas de los genes de biosintesis de la unidad iniciadora, o un homoélogo de los
mismos, teniendo lugar dicha etapa habitualmente antes de la etapa c).

53. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 52, en el que el procedimiento comprende
ademas la etapa de:

f) eliminar o desactivar uno o méas genes post-PKS, teniendo lugar dicha etapa habitualmente antes de la etapa

c).

54. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 53, en el que la unidad iniciadora no natural de
la etapa b) es un acido 3-amino-benzoico.

55. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 53, en el que la unidad iniciadora no natural de
la etapa b) es un acido 5-amino-2-fluorobenzoico, éacido 5-amino-3-fluorobenzoico, acido 5-amino-2,3-di-
fluorobenzoico o acido 5-amino-2,3,6-trifluorobenzoico.

56. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 55, en el que en la etapa (a), la cepa es una
cepa productora de ansamicina.

57. El procedimiento segun la reivindicacion 56, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa productora de
geldanamicina.

58. El procedimiento segun la reivindicacién 56, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa productora de
herbimicina.

59. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 58, en el que, en la etapa (a), la cepa es una
cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina, en la que se han eliminado o
desactivado uno o mas de los genes de biosintesis de la unidad iniciadora.

60. El procedimiento segin la reivindicacion 59, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de geldanamicina, en la que se han eliminado o desactivado uno o
mas de los genes de biosintesis de la unidad iniciadora.

61. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 60, en el que, en la etapa (a), la cepa es una
cepa diseflada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina, en la que se han eliminado o
desactivado uno o mas de los genes post-PKS.

62. El procedimiento segin la reivindicacion 61, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de geldanamicina, en la que se han eliminado o desactivado uno o
mas de los genes post-PKS.

63. El procedimiento segin la reivindicacion 61, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de herbimicina, en la que se han eliminado o desactivado uno o mas
de los genes post-PKS.

64. El procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 63, en el que, en la etapa (a), la cepa es una
cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina, en la que se ha eliminado o
desactivado el homélogo de gdmM y, opcionalmente, mas genes post-PKS.

65. El procedimiento segin la reivindicacion 64, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de geldanamicina, en la que se ha eliminado o desactivado gdmM vy,
opcionalmente, mas genes post-PKS.

66. El procedimiento segin la reivindicacion 64, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de herbimicina, en la que se ha eliminado o desactivado el homdélogo
de gdmM y, opcionalmente, mas genes post-PKS.

67. El procedimiento segun la reivindicacion 64, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina, en la que se ha eliminado o desactivado el homélogo
de gdmM.

68. El procedimiento seguin la reivindicacion 67, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de geldanamicina, en la que se ha eliminado o desactivado gdmM.

69. El procedimiento segin la reivindicacion 67, en el que, en la etapa (a), la cepa es una cepa disefiada
genéticamente basada en una cepa productora de herbimicina, en la que se ha eliminado o desactivado el homdélogo
de gdmM.
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70. Una cepa disefiada genéticamente basada en una cepa productora de ansamicina, en la que se han eliminado o
desactivado gdmM o un homélogo del mismo, y uno o mas de los genes biosintéticos de la unidad iniciadora vy,
opcionalmente, mas genes post-PKS.

71. Una cepa segun la reivindicacion 70, en la que se han eliminado o desactivado todos los genes de la agrupacion
ahba-B de AM3602 de S. hygroscopicus u homélogo de otras cepas.

72. Una cepa segun la reivindicacion 70 o la reivindicacién 71 que es una cepa productora de geldanamicina.
73. Una cepa segun la reivindicacion 70 o la reivindicacién 71 que es una cepa productora de herbimicina.
74. Una cepa segun la reivindicacion 72, en la que gdmO estéa eliminado o desactivado.

75. Una cepa segun la reivindicacion 73, en la que hdmO esta eliminado o desactivado.

76. Una cepa disefiada genéticamente segun una cualquiera de las reivindicaciones 70 a 75, en la que la cepa
productora de ansamicina es un estreptomiceto.

77. Una cepa disefiada genéticamente segun la reivindicacion 76, en la que la cepa es una cepa productora de
geldanamicina que es NRRL3602 de Streptomyces hygroscopicus subsp. geldanus o DSM4137 de Streptomyces sp.
0 DSM40699 de Streptomyces violaceusniger.

78.Uso de una cepa disefiada genéticamente segin una cualquiera de las reivindicaciones 70 a 77 en la
preparacion de un analogo de ansamicina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

79. Uso de una cepa disefiada genéticamente segun la reivindicacion 78, en el que el analogo de ansamicina es un
analogo de 18,21-didesoxi-ansamicina.
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Figura 3
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