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ES 2527298 T3

DESCRIPCION
Uso de depsipéptidos ciclicos para inhibir calicreina 7
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a depsipéptidos ciclicos, o a un derivado de los mismos.
Antecedentes de la invencion

La calicreina 7 es una S1 serina proteasa de la familia de genes de la calicreina que presenta actividad de tipo
quimotripsina. La calicreina humana 7 (hK7, KLK7 o enzima quimotriptica del estrato cérneo (SCCE), Swissprot
P49862) desempefia un papel importante en la fisiologia de la piel (1, 2, 3). Se expresa principalmente en la piel y se
ha notificado que desempefia un papel importante en la fisiologia de la piel. hK7 esta implicada en la degradacién de
las estructuras cohesivas intercelulares en epitelios escamosos cornificados en el proceso de descamacion. El
proceso de descamacion esta bien regulado y equilibrado de manera delicada con la producciéon de novo de
corneocitos para mantener un grosor constante del estrato corneo, la capa mas externa de la piel implicada de
manera critica en la funcién de barrera de la piel. Con respecto a esto, se notifica que hK7 puede escindir las
proteinas corneodesmosémicas corneodesmosina y desmocolina 1 (4, 5, 6). Se requiere la degradacion de ambos
corneodesmosomas para la descamacion. Ademas, muy recientemente se ha mostrado que las dos enzimas de
procesamiento de lipidos B-glucocerebrosidasa y esfingomielinasa acida pueden degradarse por hK7 (7). Ambas
enzimas de procesamiento de lipidos se secretan conjuntamente con sus sustratos glucosilceramidas y
esfingomielina y procesan estos precursores lipidicos polares para dar sus productos mas apolares por ejemplo
ceramidas, que posteriormente se incorporan en las membranas laminares extracelulares. La arquitectura de la
membrana laminar es critica para una barrera de la piel funcional. Finalmente, se ha mostrado que hK7 activa el
precursor de interleucina-1p (IL-1p) para dar su forma activa in vitro (8). Dado que los queratinocitos expresan IL-1(3
pero no la forma activa de la enzima convertidora de IL-13 especifica (ICE o caspasa 1), se propone que la
activacion de IL-1p en la epidermis humana se produce mediante otra proteasa, siendo hK7 un posible candidato.

Recientes estudios vinculan una actividad de hK7 aumentada con enfermedades cutaneas inflamatorias tales como
dermatitis atopica, psoriasis 0 sindrome de Netherton. Esto puede conducir a una degradacion no controlada de
corneodesmosomas dando como resultado una descamacion mal regulada, una degradacién potenciada de enzimas
de procesamiento de lipidos dando como resultado una arquitectura de membrana laminar alterada o una activacion
no controlada de la citocina proinflamatoria IL-13. El resultado neto seria una funcién de barrera de la piel alterada e
inflamacién (véase también el documento WO-A-2004/108139). El documento WO2005075667 se refiere al uso de
moduladores de KLK7 para el tratamiento de enfermedades.

Debido al hecho de que la actividad de hK7 se controla a varios niveles, diversos factores podrian ser responsables
de una actividad de hK7 aumentada en enfermedades cutaneas inflamatorias. En primer lugar, la cantidad de
proteasa que se expresa puede verse influida por factores genéticos. Tal vinculacién genética, un polimorfismo en la
regién 3'-UTR en el gen de hK7, se describid recientemente (9). Los autores plantean la hipétesis de que la insercion
de 4 pares de bases descrita en la region 3'-UTR del gen de calicreina 7 estabiliza el ARNm de hK7 y da como
resultado una sobreexpresion de hK7. En segundo lugar, dado que hK7 se secreta mediante cuerpos laminares en
el espacio extracelular del estrato cérneo como zimdégeno y no puede autoactivarse, necesita activarse por otra
proteasa por ejemplo hK5 (5). La actividad no controlada de tal enzima activante puede dar como resultado una
sobreactivacion de hK7. En tercer lugar, hK7 activada puede inhibirse mediante inhibidores naturales tales como
LEKTI, ALP o elafina (10, 11). La expresién reducida o la falta de tales inhibidores pueden dar como resultado una
actividad de hK7 potenciada. Recientemente se encontré que mutaciones en el gen spink5, que codifica para LEKTI,
causan sindrome de Netherton (12) y una Unica mutacién puntual en el gen esta vinculada con dermatitis atépica
(13, 14). Finalmente, otro nivel de control de la actividad de hK7 es el pH. hK7 tiene un pH 6ptimo de neutro a
ligeramente alcalino (2) y hay un gradiente de pH desde neutro hasta acido desde las capas mas internas hasta las
mas externas de la piel. Factores ambientales tales como jabén pueden dar como resultado un aumento del pH en
las capas mas externas del estrato corneo hacia el pH 6ptimo de hK7 aumentando asi la actividad de hK7.

La hipétesis de que una actividad de hK7 aumentada esta vinculada con enfermedades cutaneas con una barrera de
la piel alterada incluyendo enfermedades cutaneas inflamatorias e hiperproliferativas esta respaldada por los
siguientes estudios: En primer lugar, pacientes con sindrome de Netherton muestran un aumento de la actividad
serina proteasa dependiente del fenotipo, una disminuciéon de corneodesmosomas, una disminucién de las enzimas
de procesamiento de lipidos B-glucocerebrosidasa y esfingomielinasa acida, y una funcién de barrera alterada (15,
16). En segundo lugar, un ratén transgénico que sobreexpresa calicreina humana 7 muestra un fenotipo cutaneo
similar al encontrado en pacientes con dermatitis atépica (17, 18, 19). En tercer lugar, en la piel de pacientes con
dermatitis atopica y psoriasis se describieron niveles elevados de hK7 (17, 20). Ademas, la actividad de K7
aumentada y por tanto la disfuncion de la barrera epitelial también pueden desempefiar un papel importante en la
patologia de otras enfermedades epiteliales tales como enfermedad inflamatoria del intestino y enfermedad de

2



10

15

20

25

30

35

ES 2527298 T3

Crohn.

Por tanto, se considera que hK7 es una posible diana para el tratamiento de enfermedades implicadas con
disfuncion epitelial tales como enfermedades cutaneas inflamatorias y/o hiperproliferativas y pruriticas tales como
dermatitis atopica, psoriasis, sindrome de Netherton u otras dermatosis pruriticas tales como prurigo nodular,
picazon inespecifica de las personas ancianas asi como otras enfermedades con disfuncién de la barrera epitelial
tales como enfermedad inflamatoria del intestino y enfermedad de Crohn y existe una necesidad de moduladores
especificos (agonistas o inhibidores) de la misma.

El tratamiento puede ser mediante aplicacion local o sistémica tal como cremas, pomadas y supositorios 0 mediante
aplicacion oral 0 s.c. 0 i.v., respectivamente.

Chondromyces es un género de la familia Polyangiaceae, que pertenece al orden Myxococcales dentro de las delta-
proteobacterias. Las bacterias del orden Myxococcales, también denominadas mixobacterias, son bacterias gram-
negativas en forma de baston con dos caracteristicas que las distinguen de la mayoria de las demas bacterias.
Pululan sobre superficies sélidas usando un mecanismo de deslizamiento activo y se agregan para formar cuerpos
fructiferos con la inanicion (Kaiser (2003). Los presentes inventores han identificado depsipéptidos ciclicos
producidos por Chondromyces que pueden modular especificamente calicreina 7.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a depsipéptidos ciclicos que tienen la estructura de la formula (1):

Ai A—A; /Ixé

X—A—A;—0—A,

en la que el enlace éster se encuentra entre el grupo carboxilo de A7 y el grupo hidroxilo de Az,

en la que Xy A; son cada uno independientemente opcionales, y

en la que X es cualquier residuo quimico;

A: es un aminoacido convencional;

A; es treonina o serina o 5-metilhidroxiprolina;

Az es un aminoéacido convencional no basico o derivado del mismo, o un aminoacido no convencional no basico, en
el que el derivado de aminoécido convencional no basico se selecciona de un derivado de O-alquilo, O-arilo, O-acilo,
S-alquilo, S-arilo, S-S-alquilo, alcoxicarbonilo, O-carbonil-alcoxilo, carbonato, O-carbonil-ariloxilo, O-carbonil-
alquilamino, O-carbonil-arilamino, N-alquilo, N-dialquilo, N-trialquilamonio, N-acilo, N-carbonil-alcoxilo, N-carbonil-
ariloxilo, N-carbonil-alquilamino, N-carbonil-arilamino, N-sulfonilalquilo o N-sulfonilarilo;

A4 es Ahp, deshidro-AHP o prolina;

As es isoleucina, leucina, fenilalanina, prolina, treonina o valina;

As es alanina, fenilalanina, triptéfano, tirosina o un derivado de tirosina de los mismos, en el que el derivado de
tirosina se selecciona de un derivado de O-alquilo, O-arilo, O-heteroarilo, O-acilo, O-POsH u O-SOzH o0 de un
derivado que esta halogenado, en la posicién orto o meta;

A7 es leucina, isoleucina o valina;

en la que el atomo de nitrégeno del enlace amida entre As y As puede estar sustituido con un metilo;
en la que Ahp es 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

para su uso como medicamento para tratar una enfermedad dependiente de calicreina 7.
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Preferiblemente, la enfermedad dependiente de calicreina 7 se selecciona del grupo que consiste en dermatosis
pruriticas tales como prurigo nodular, psoriasis pustular y cancer, en particular cancer de ovarios.

Descripcion de las figuras

Figura 1: espectro de '"H-RMN del compuesto (1) (600 MHz, de-DMSO).
Figura 2: espectro de **C-RMN del compuesto (I1) (150 MHz, dg-DMSO).
Figura 3: espectro de '"H-RMN del compuesto (VIII) (600 MHz, dse-DMSO).
Figura 4: espectro de **C-RMN del compuesto (VIII) (150 MHz, de-DMSO).

Figura 5: espectro de 'H-RMN de un derivado del depsipéptido ciclico (Il) en el que Ahp se ha convertido en 3-
amino-2-piperidona (ejemplo 4).

Figura 6: espectro de "H-RMN de un derivado del depsipéptido ciclico segun el ejemplo 5.
Figura 7: espectro de "H-RMN de un derivado del depsipéptido ciclico segun el ejemplo 6.
Figura 8: espectro de "H-RMN de un derivado del depsipéptido ciclico segun el ejemplo 7.
Descripcion detallada de la invencion

Tal como se describié anteriormente en el presente documento y en las reivindicaciones, la presente invencién se
refiere a depsipéptidos ciclicos, o a un derivado de los mismos, que tienen la estructura de la férmula (1):

Ai AT—A; ?6

X—-—AT-"A2 O A

7

en la que el enlace éster se encuentra entre el grupo carboxilo de A7 y el grupo hidroxilo de Az,
en la que Xy A; son cada uno independientemente opcionales, y

en la que X es cualquier residuo quimico;

A; es un aminoé&cido convencional;

A; es treonina o serina o 5-metilhidroxiprolina;

Az es un aminoéacido convencional no basico o derivado del mismo, o un aminoacido no convencional no basico, en
el que el derivado de aminoéacido convencional no basico se selecciona de un derivado de O-alquilo, O-arilo, O-acilo,
S-alquilo, S-arilo, S-S-alquilo, alcoxicarbonilo, O-carbonil-alcoxilo, carbonato, O-carbonil-ariloxilo, O-carbonil-
alquilamino, O-carbonil-arilamino, N-alquilo, N-dialquilo, N-trialquilamonio, N-acilo, N-carbonil-alcoxilo, N-carbonil-
ariloxilo, N-carbonil-alquilamino, N-carbonil-arilamino, N-sulfonilalquilo o N-sulfonilarilo;

A4 es Ahp, deshidro-AHP o prolina;

As es isoleucina, leucina, fenilalanina, prolina, treonina o valina;

As es alanina, fenilalanina, triptéfano, tirosina o un derivado de tirosina de los mismos, en el que el derivado de
tirosina se selecciona de un derivado de O-alquilo, O-arilo, O-heteroarilo, O-acilo, O-POsH u O-SOzH o0 de un
derivado que esta halogenado, en la posicion orto o meta;

A7 es leucina, isoleucina o valina;
en la que el atomo de nitrégeno del enlace amida entre As y As puede estar sustituido con un metilo;

en la que Ahp es 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona;
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso como medicamento para tratar una enfermedad dependiente de calicreina 7.

Preferiblemente, la enfermedad dependiente de calicreina 7 se selecciona del grupo que consiste en dermatosis
pruriticas tales como prurigo nodular, psoriasis pustular y cancer, en particular cancer de ovarios.

5 Realizaciones especificas de depsipéptidos ciclicos de la invencion son:
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10 Los depsipéptidos ciclicos de formula (I1)-(V) pueden producirse por la cepa Chondromyces crocatus de la invencion

(DSM 19329).
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Otras realizaciones especificas de depsipéptidos ciclicos de la invencién son:

HO HG

Férmula (1X) Férmula (X)



Los depsipéptidos ciclicos de férmula (IX)-(X) pueden producirse por el Chondromyces robustus de la invencion

(DSM 19330).

Realizaciones especificas adicionales de los depsipéptidos ciclicos de la presente invencién son:
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Tabla 1
Nombre del ¢ ompuesto Nimero CAS
Lingbiastatina 4 928202-70-4
Micropeptina KT946 925421-06-3
Cianopeptolina 1021 914606-83-0
Cianopeptolina 993 914606-81-8
Cianopeptolina 1063 912460-67-4
Largamida G 911297-59-1
Largamida F 911297-58-0
Largamida E 911297-57-9
Largamida D 911297-56-8
Cianopeptolina 954 866718-63-0
sin nombre 861388-86-5
sin nombre 848891-15-6
sin nombre 848888-25-5
sin nombre 848780-62-1
sin nombre 848780-61-0
Micropeptina 88Y 844636-95-9
Micropeptina 88N 844636-94-8
Cianopeptolina 963A 790300-44-6
sin nombre 745771-53-3
sin nombre 685502-64-1
Planctopeptina BL 1061 637300-26-6
Planctopeptina BL 843 637300-24-4
Planctopeptina BL 1125 637300-22-2
Tasipeptina B 546123-47-1
Tasipeptina A 546123-46-0
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Nombre del compuesto Numero CAS
Nostopeptina BN920 501903-96-4
sin nombre 500145-57-3
Scyptolina B 403479-63-0
Scyptolina A 403479-62-9
sin nombre 370867-67-7
sin nombre 370867-66-6
sin nombre 370867-65-5
Somamida B 350811-52-8
Micropeptina SD 1002 344939-97-5
Micropeptina SD 979 344939-95-3
Oscilapeptilida 97B 264909-20-8
Oscilapeptilida 97A 264909-19-5
Micropeptina T 1 249730-25-4
Micropeptina SF 909 248582-49-2
Oscilapeptina E 239088-24-5
Oscilapeptina D 239088-21-2
Oscilapeptina C 239088-18-7
Oscilapeptina B 239088-16-5
Nostopeptina D 227930-54-3
Nostopeptina C 227930-53-2
Nostopeptina J 227930-51-0
Nostopeptina | 227930-50-9
Nostopeptina F 227930-47-4
Nostopeptina E 227930-46-3
Simplostatina 2 225915-64-0
Derivado de micropeptina 88D 208040-93-1
Triacetato de micropeptina 88D 208040-91-9
Micropeptina 88F 208040-86-2
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Nombre del compuesto Numero CAS
Micropeptina 88E 208040-84-0
Micropeptina 88D 208040-82-8
Micropeptina 88C 208040-80-6
Micropeptina 88B 208040-78-2
Micropeptina 88A 208040-76-0
Micropeptina 103 190771-26-7
Nostopeptina B 185980-89-6
Nostociclina 181622-50-4
Anabaenopeptilida 202B 173450-69-6
Anabaenopeptilida 90B 173450-68-5
Anabaenopeptilida 202a 173429-63-5
Anabaenopeptilida 90A 173429-62-4
Oscilapeptina G 172548-91-3
Oscilapeptina A 167172-72-7
Nostopeptina A 157744-21-3
Microcistilida A 157242-32-5
Aeruginopeptina 917S-B 157231-94-2
Aeruginopeptina 917S-C 157203-82-2
Aeruginopeptina 228B 152510-34-4
Aeruginopeptina 228A 152510-33-3
Aeruginopeptina 95B 152510-32-2
Aeruginopeptina 95A 152510-31-1
Dolastatina 13 120231-23-4
Derivado de dolastatina 13 120231-24-5
Derivado de dolastatina 13 125310-66-9
Aspergilicina E 630410-95-6
Aspergilicina D 630410-94-5
Aspergilicina C 630410-92-3
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Nombre del compuesto Numero CAS
Aspergilicina B 630410-90-1
Aspergilicina A 630410-89-8
Nostopeptina K 227930-52-1
Nostopeptina H 227930-49-6
Nostopeptina G 227930-48-5
Ictiopeptina A 946828-32-6
Ictiopeptina B 946828-33-7
Lingbiastatina 5 957130-98-2
Lingbiastatina 6 957130-99-3
Lingbiastatina 7 957131-00-9

Cianopeptolina 1138

1009081-69-9

sin nombre

957187-61-0

Micropeptina T20

224947-46-0

Lista de abreviaturas

Ahp 3-Amino-6-hidroxi-2-piperidona

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

hK7 Calicreina humana 7

HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento/a alta presion

HTS Seleccion de alto rendimiento
IC Cultivo intermedio

ID Identificacion

MB Mixobacteria

MC Cultivo principal

PC Pre-cultivo

pO2 Presion parcial de oxigeno en caldo de cultivo (100% = saturacion con aire)

rpm Rotaciones por minuto
SCCE Enzima quimotriptica del estrato cérneo

SPEX Extraccion en fase sélida
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vvm Tasa de aireacién (volumen de aire por volumen de cultivo y por minuto)

Un “residuo quimico” puede ser cualquier resto quimico organico o inorganico. La expresién “residuo quimico”
incluye, pero no se limita a, grupo alifatico sustituido o no sustituido, por ejemplo alquilo C3-Cs, alquilo C1-Cs, 0
alquilo C;-C1p, arilo sustituido o no sustituido, arilalquilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no
sustituido, o halégeno. Por ejemplo, un residuo quimico tal como se define en las reivindicaciones puede ser
cualquiera de los grupos quimicos descritos a continuacion en el presente documento.

La expresion “residuo quimico” incluye, pero no se limita a, aminoacidos, péptidos, polipéptidos, proteinas y
similares.

Ejemplos de resto quimico inorganico son, por ejemplo, halégenos, tales como Br o Cl.

Un “grupo alifatico” es un resto no aromatico que puede contener cualquier combinacion de atomos de carbono,
atomos de hidrégeno, atomos de halégeno, oxigeno, nitrégeno u otros atomos, y opcionalmente contiene una o mas
unidades de insaturacién, por ejemplo, dobles y/o triples enlaces. Un grupo alifatico puede ser de cadena lineal,
ramificado o ciclico y preferiblemente contiene entre aproximadamente 1 y aproximadamente 24 atomos de carbono,
mas normalmente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 12 atomos de carbono. Ademas de grupos
hidrocarbonados alifaticos, los grupos alifaticos incluyen, por ejemplo, polialcoxialquilos, tales como
polialquilenglicoles, poliaminas y poliiminas, por ejemplo. Tales grupos alifaticos pueden estar adicionalmente
sustituidos.

Los términos “alquilo C3-C3", “alquilo C;-C¢” 0 “alquilo C1-Cy2", tal como se usan en el presente documento, se
refieren a radicales hidrocarbonados saturados, de cadena lineal o ramificada, que contienen entre uno y tres, uno y
doce, o uno y seis atomos de carbono, respectivamente. Los ejemplos de radicales alquilo C;-Cs incluyen radicales
metilo, etilo, propilo e isopropilo; los ejemplos de radicales alquilo C1-Cs incluyen, pero no se limitan a, radicales
metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, neopentilo y n-hexilo; y los ejemplos de
radicales alquilo C1-Cs» incluyen, pero no se limitan a, radicales etilo, propilo, isopropilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo,
decilo, undecilo, dodecilo y similares.

El término “alquilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un alquilo, tal como un grupo
alquilo C;-C12 0 alquilo C;-Cg, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes alifaticos.

Los sustituyentes alifaticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, --F, --Cl, --Br, --I, --OH, hidroxilo protegido,
éteres alifaticos, éteres aromaticos, oxo, --NO2, --CN, --alquilo C1-C12 opcionalmente sustituido con halégeno (tal
como perhaloalquilos), alquenilo C,-Ci2 opcionalmente sustituido con halégeno, --alquinilo C,-Ci> opcionalmente
sustituido con halégeno, --NH,, amino protegido, --NH-alquilo C;1-C12, --NH-alquenilo C2-C12, --NH-alquenilo C2-Ci2,
--NH-cicloalquilo  C3-C12, --NH-arilo, -NH-heteroarilo, --NH-heterocicloalquilo, -dialquilamino, -diarilamino,
-diheteroarilamino, --O-alquilo C;-Ci2, --O-alquenilo Cz-Ciz, --O-alquinilo C»>-Ci2, --O-cicloalquilo C3-Ci2, --O-arilo,
--O-heteroarilo, --O-heterocicloalquilo, --C(O)-alquilo C1-C12, --C(0O)-alquenilo C,-Ci2, --C(O)-alquinilo C2-C12, --C(O)-
cicloalquilo Cs3-Ci2, --C(O)-arilo, --C(O)-heteroarilo, --C(O)-heterocicloalquilo, --CONH,, -CONH--alquilo C;i-Ciy,
--CONH--alquenilo C5-C12, --CONH--alquinilo C2-C12, --CONH--cicloalquilo C3-Cj2, --CONH-arilo, --CONH-heteroarilo,
--CONH-heterocicloalquilo, --CO»--alquilo C1-Cy2, -COz--alquenilo C,-Ciz, --CO;--alquinilo C»-C12, --CO,--cicloalquilo
C3-C12, --COy-arilo, --CO;-heteroarilo, --CO,-heterocicloalquilo, --OCOz--alquilo C1-Cy2, --OCO,--alquenilo C,-Ciy,
--OCOgz--alquinilo C»-C12, -OCO,--cicloalquilo C3-Ci», --OCO»-arilo, --OCO,-heteroarilo, --OCO,-heterocicloalquilo,
--OCONHg3, --OCONH--alquilo C3-C12, --OCONH--alquenilo C3-C12, --OCONH-alquinilo C,-C12, --OCONH--cicloalquilo
C3-C12, --OCONHe-arilo, --OCONH-heteroarilo, --OCONH-heterocicloalquilo, --NHC(O)--alquilo C;-Ci2, --NHC(O)--
alquenilo C,-Ci2, --NHC(O)--alquinilo C,-Ci2, --NHC(O)--cicloalquilo C3-Ci2, --NHC(O)-arilo, --NHC(O)-heteroarilo,
--NHC(O)-heterocicloalquilo, --NHCO;--alquilo C;i-Ci2, --NHCOz--alquenilo C-Ci2, --NHCO:--alquinilo C»-Ciy,
-NHCO,--cicloalquilo C3-C12, --NHCOgz-arilo, --NHCO,-heteroarilo, --NHCO,-heterocicloalquilo, -NHC(O)NHx,
NHC(O)NH--alquilo C1-C12, --NHC(O)NH--alquenilo C,-C12, --NHC(O)NH--alquinilo C,-C12, --NHC(O)NH--cicloalquilo
C3-C12, --NHC(O)NH-arilo, --NHC(O)NH-heteroarilo, -NHC(O)NH-heterocicloalquilo, --NHC(S)NR;, NHC(S)NH--
alquilo C;1-C12, --NHC(S)NH--alquenilo C3-Ci», --NHC(S)NH--alquinilo C»-C12, --NHC(S)NH--cicloalquilo C3-Ciz, --
NHC(S)NH-arilo, -NHC(S)NR-heteroarilo, --NHC(S)NH-heterocicloalquilo, --NHC(NH)NH2, NHC(NH)NH--alquilo C;-
Ci2, --NHC(NH)NH--alquenilo C»-Ci2, --NHC(NH)NH--alquinilo C3-Ci2, --NHC(NH)NH--cicloalquilo C3-Ciz, --
NHC(NH)NH-arilo, --NHC(NH)NH-heteroarilo, --NHC(NH)NH-heterocicloalquilo, --NHC(NH)--alquilo Ci-Ci2, --
NHC(NH)--alquenilo C3-Ci2, --NHC(NH)--alquinilo C3-Ci2, --NHC(NH)-cicloalquilo Cs3-Ci2, --NHC(NH)-arilo, -
NHC(NH)-heteroarilo, --NHC(NH)-heterocicloalquilo, -C(NR)NH--alquilo C;-Ci», --C(NH)NH--alquenilo C,-Ciz, --
C(NR)NH--alquinilo C»-C12, --C(NH)NH-cicloalquilo C3-Ci2, --C(NH)NH-arilo, --C(NH)NH-heteroarilo, --C(NH)NH-
heterocicloalquilo, -S(0O)--alquilo C1-C12, --S(O)--alquenilo C»-C12, --S(0)--alquinilo C»-C12, --S(O)--cicloalquilo C3-Ci2,
-S(O)-arilo, --S(O)-heteroarilo, --S(O)-heterocicloalquil-SO;NH3z, --SO,NH--alquilo C1-C12, -SO2NH--alquenilo C,-Ciy,
--SO;NH--alquinilo  C,-C12, --SO.NH--cicloalquilo C3-Ci2, --SO;NH-arilo, --SO,NH-heteroarilo, --SO,NH-
heterocicloalquilo, --NHSOj--alquilo C;-Ci2, --NHSOj--alquenilo C»-Ci2, --NHSO»--alquinilo C3-Ciz, --NHSO2--
cicloalquilo C3-C12, --NHSO:z-arilo, --NHSO;-heteroarilo, --NHSO,-heterocicloalquilo, --CH2NH,, --CH2SO,CHs, -arilo,
-arilalquilo, -heteroarilo, -heteroarilalquilo, -heterocicloalquilo, --cicloalquilo Cs-Ci2, polialcoxialquilo, polialcoxilo,
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-metoximetoxilo, -metoxietoxilo, --SH, --S--alquilo C;1-C12, --S--alquenilo C-Ci2, --S--alquinilo C»-C12, --S--cicloalquilo
C3-C12, --S-arilo, --S-heteroarilo, -S-heterocicloalquilo o metiltiometilo. Se entiende que los arilos, heteroarilos,
alquilos y similares pueden estar adicionalmente sustituidos.

Los términos “alquenilo C,-C12” 0 “alquenilo C,-Csg”, tal como se usan en el presente documento, representan un
grupo monovalente derivado de un resto hidrocarbonado que contiene desde dos hasta doce o de dos a seis atomos
de carbono que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono mediante la eliminacion de un UGnico atomo de
hidrégeno. Los grupos alquenilo incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-
buten-1-ilo, alcadienos y similares.

El término “alquenilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo “alquenilo C-Cy2”
0 “alquenilo C,-C¢" tal como se definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes alifaticos. Los
términos “alquinilo C2-C12" 0 “alquinilo C,-C¢”, tal como se usan en el presente documento, representan un grupo
monovalente derivado de un resto hidrocarbonado que contiene desde dos hasta doce o de dos a seis atomos de
carbono que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono mediante la eliminacion de un Gnico atomo de
hidrégeno. Los grupos alquinilo representativos incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, etinilo, 1-propinilo, 1-
butinilo y similares.

El término “alquinilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo “alquinilo C>-C12" 0
“alquinilo C»-C¢” tal como se definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes alifaticos. El
término “alcoxilo C;-Cg”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo C;-Cs, tal como se
definié anteriormente, unido al resto molecular original a través de un atomo de oxigeno. Los ejemplos de alcoxilo
C1-Cs incluyen, pero no se limitan a, metoxilo, etoxilo, propoxilo, isopropoxilo, n-butoxilo, sec-butoxilo, terc-butoxilo,
n-pentoxilo, neopentoxilo y n-hexoxilo.

Los términos “halo” y “halégeno”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a un atomo seleccionado
de flaor, cloro, bromo y yodo.

El término “arilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un sistema de anillos carbociclico mono o
biciclico que tiene uno o dos anillos aromaticos incluyendo, pero sin limitarse a, fenilo, naftilo, tetrahidronattilo,
indanilo, indenilo y similares.

El término “arilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo arilo, tal como se
definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes aromaticos.

Los sustituyentes aromaticos incluyen, pero no se limitan a, --F, --Cl, --Br, --I, --OH, hidroxilo protegido, éteres
alifaticos, éteres aromaticos, oxo, --NO2, --CN, --alquilo C31-C12 opcionalmente sustituido con halégeno (tal como
perhaloalquilos), alquenilo C»-C1, opcionalmente sustituido con halégeno, --alquinilo C,-C12 opcionalmente sustituido
con halégeno, --NH,, amino protegido, --NH--alquilo C31-C12, --NH-alquenilo C5-Ci2, --NH--alquenilo C2-Ci2, --NH--
cicloalquilo  C3-Ci2, --NH-arilo, --NH-heteroarilo, --NH-heterocicloalquilo, -dialquilamino, -diarilamino,
-diheteroarilamino, --O--alquilo C;-Ci2, --O--alquenilo C-Ci2, --O--alquinilo C»-C12, --O--cicloalquilo C3-C12, --O-arilo,
--O-heteroarilo, --O-heterocicloalquilo, --C()--alquilo C1-C12, --C(O)--alquenilo C2-C12, --C(O)--alquinilo C2-Ci2, --C(O)-
cicloalquilo Cs3-Cy2, --C(O)-arilo, --C(O)-heteroarilo, --C(O)-heterocicloalquilo, --CONH,, --CONH-alquilo C;-Ciy,
--CONH--alquenilo C3-C12, --CONH--alquinilo C,-C12, --CONH--cicloalquilo C3-Ci2, -CONH-arilo, --CONH-heteroarilo,
--CONH-heterocicloalquilo, --CO;--alquilo C1-Ci2, --COz--alquenilo C»-Cj», --CO,--alquinilo C,-Cy2, --CO2--cicloalquilo
C3-C12, --COy-arilo, --CO;-heteroarilo, --CO,-heterocicloalquilo, --OCOz--alquilo C1-Cy2, --OCO,--alquenilo C,-Ciy,
--OCOgz--alquinilo C,-Cj12, -OCO,-cicloalquilo C3-Ci2, --OCOs-arilo, --OCOz-heteroarilo, --OCO,-heterocicloalquilo,
--OCONHg3, --OCONH--alquilo C31-C12, --OCONH--alquenilo C,-C12, --OCONH--alquinilo C2-C12, --OCONH-cicloalquilo
C3-C12, --OCONHe-arilo, --OCONH-heteroarilo, --OCONH-heterocicloalquilo, --NHC(O)--alquilo C;-Ci2, --NHC(O)--
alquenilo C,-Ci2, --NHC(O)--alquinilo C>-Ci2, --NHC(O)--cicloalquilo C3-Ci2, NHC(O)-arilo, --NHC(O)-heteroarilo,
--NHC(O)-heterocicloalquilo, --NHCOj--alquilo C;3-Ci2, --NHCOgz--alquenilo C3-Ci,, --NHCOj--alquinilo C»-Cio,
--NHCO3--cicloalquilo C3-C12, -NHCO»-arilo, --NHCO,-heteroarilo, --NHCO,-heterocicloalquilo, --NHC(O)NH_,
NHC()NH--alquilo C;-C12, --NHC(O)NH--alquenilo C-C1», --NHC(O)NH-alquinilo C,-Ci2, --NHC(O)NH--cicloalquilo
C3-C12, --NHC(O)NH-arilo, --NHC(O)NH-heteroarilo, --NHC(O)NH-heterocicloalquilo, -NHC(S)NH;, NHC(S)NH--
alquilo C;-C12, --NHC(S)NH--alquenilo C3-Ci», --NHC(S)NH--alquinilo C»-C12, --NHC(S)NH--cicloalquilo C3-Ciz, --
NHC(S)NH-arilo, --NHC(S)NH-heteroarilo, -NHC(S)NH-heterocicloalquilo, --NHC(NH)NH2, -NHC(NH)NH--alquilo C;-
Ci2, --NHC(NH)NH--alquenilo C3-Ci2, --NHC(NH)NH--alquinilo C;-Ci2, --NHC(NH)NH--cicloalquilo C3-Ciz, --
NHC(NH)NH-arilo, --NHC(NH)NH-heteroarilo, --NHC(NH)NH-heterocicloalquilo, = NHC(NH)--alquilo  C;-Ciy,
-NHC(NH)--alquenilo C2-Ci2, --NHC(NH)--alquinilo C;-Ci2, --NHC(NH)--cicloalquilo C3-Ci2, -NHC(NH)-arilo,
--NHC(NH)-heteroarilo, --NHC(NH)-heterocicloalquilo, --C(NH)NH--alquilo C;-Ci2, --C(NH)NH--alquenilo C,-Ciy,
--C(NH)NH--alquinilo C»-C32, --C(NH)NH--cicloalquilo C3-C12, -C(NH)NH-arilo , --C(NH)NH-heteroarilo, --C(NH)NH-
heterocicloalquilo, --S(O)--alquilo C1-C12, -S(O)--alquenilo C,-C12, --S(0)--alquinilo C»-C12, --S(O)--cicloalquilo C3-Cj2,
--S(0)-arilo, --S(0O)-heteroarilo, --S(O)-heterocicloalquil-SO;NH;, --SO;NH--alquilo C3-Ci», --SO,NH--alquenilo Co-
Ci2, --SO2NH--alquinilo C3-Ci2, --SO2;NH--cicloalquilo C3-Ci2, --SO2NH-arilo, --SO;NH-heteroarilo, -SO>NH-
heterocicloalquilo, --NHSOj--alquilo C;-Ci2, --NHSO:--alquenilo C»-Ciz2, --NHSO,--alquinilo C3-Ciz, --NHSO2--
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cicloalquilo C3-Ci12, --NHSO:z-arilo, --NHSO;-heteroarilo, --NHSO,-heterocicloalquilo, --CH2NH>, --CH2SO,CHg, -arilo,
-arilalquilo, -heteroarilo, -heteroarilalquilo, -heterocicloalquilo, --cicloalquilo Cs-Ci2, polialcoxialquilo, polialcoxilo,
--metoximetoxilo, -metoxietoxilo, --SH, --S--alquilo C1-C1», --S--alquenilo C»-Cs», --S--alquinilo C,-C12, --S--cicloalquilo
C3-C12, --S-arilo, --S-heteroarilo, --S-heterocicloalquilo o metiltiometilo. Se entiende que los arilos, heteroarilos,
alquilos y similares pueden estar adicionalmente sustituidos.

El término “arilalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo arilo unido al compuesto
original a través de un residuo alquilo C;1-C3 0 alquilo C;-Ce. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, bencilo,
fenetilo y similares.

El término “arilalquilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo arilalquilo, tal
como se definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes aromaticos.

El término “heteroarilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo o radical aromatico mono,
bi o triciclico que tiene desde cinco hasta diez atomos de anillo de los cuales al menos un atomo de anillo se
selecciona de S, O y N; ninguno, uno o dos atomos de anillo son heteroatomos adicionales independientemente
seleccionados de S, O y N; y los &tomos de anillo restantes son carbono, en el que cualquier N o S contenido dentro
del anillo puede estar opcionalmente oxidado. Heteroarilo incluye, pero no se limita a, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo,
pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo,
isoquinolinilo, bencimidazolilo, benzoxazolilo, quinoxalinilo y similares. El anillo heteroaromatico puede unirse a la
estructura quimica a través de un atomo de carbono o heteroatomo.

El término “heteroarilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo heteroarilo tal
como se definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres o cuatro sustituyentes aromaticos.

El término “cicloalquilo C3-Ci2", tal como se usa en el presente documento, representa un grupo monovalente
derivado de un compuesto de anillo carbociclico saturado, monociclico o biciclico, mediante la eliminacién de un
Unico atomo de hidrégeno. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, biciclo[2.2.1]heptilo y biciclo[2.2.2]octilo.

El término “cicloalquilo Cs-Ci2 sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo
cicloalquilo C3-C1» tal como se definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes alifaticos.

El término “heterocicloalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo no aromatico de 5, 6
6 7 miembros o un sistema condensado de grupos bi o triciclicos, en el que (i) cada anillo contiene entre uno y tres
heteroatomos independientemente seleccionados de oxigeno, azufre y nitrégeno, (ii) cada anillo de 5 miembros tiene
de 0 a 1 dobles enlaces y cada anillo de 6 miembros tiene de 0 a 2 dobles enlaces, (iii) los heteroatomos de
nitréogeno y azufre pueden estar opcionalmente oxidados, (iv) el heteroatomo de nitrdgeno puede estar
opcionalmente cuaternizado, (iv) cualquiera de los anillos anteriores puede estar condensado con un anillo de
benceno, y (v) los atomos de anillo restantes son atomos de carbono que pueden estar opcionalmente sustituidos
con oxo. Los grupos heterocicloalquilo representativos incluyen, pero no se limitan a, [1,3]dioxolano, pirrolidinilo,
pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, oxazolidinilo, isoxazolidinilo,
morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, quinoxalinilo, piridazinonilo y tetrahidrofurilo.

El término “heterocicloalquilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo
heterocicloalquilo, tal como se definié anteriormente, sustituido con uno, dos, tres 0 mas sustituyentes alifaticos.

El término “heteroarilalquilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo heteroarilo unido al
compuesto original a través de un residuo alquilo C1-C3 0 alquilo C1-Cs. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
piridinilmetilo, pirimidiniletilo y similares.

El término “heteroarilalquilo sustituido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo
heteroarilalquilo, tal como se definié anteriormente, sustituido mediante sustitucién independiente de uno, dos o tres
0 mas sustituyentes aromaticos.

El término “alquilamino C;-C3”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a uno o dos grupos alquilo C;-
Cs, tal como se definié anteriormente, unidos al resto molecular original a través de un atomo de nitrégeno. Los
ejemplos de alquilamino C;-Cs incluyen, pero no se limitan a, metilamino, dimetilamino, etilamino, dietilamino y
propilamino.

El término “alquilamino” se refiere a un grupo que tiene la estructura --NH(alquilo C1-C12) en la que alquilo C;-Ci2 es
tal como se defini6 anteriormente.

El término “dialquilamino” se refiere a un grupo que tiene la estructura --N(alquil C;-Ciz)(alquilo C1-Cy2), en la que
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alquilo C;-Ci> es tal como se definid anteriormente. Ejemplos de dialquilamino son, pero no se limitan a,
dimetilamino, dietilamino, metiletilamino, piperidino y similares.

El término “alcoxicarbonilo” representa un grupo éster, es decir, un grupo alcoxilo, unido al resto molecular original a
través de un grupo carbonilo tal como metoxicarbonilo, etoxicarbonilo y similares.

El término “carboxaldehido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de formula --CHO.
El término “carboxilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de férmula --COOH.

El término “carboxamida’, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de férmula
--C(O)NH(alquilo C;-C12) 0 -C(O)N(alquil Ci-Ci2)(alquilo C1-Ci2), --C(O)NH2, NHC(O)(alquilo C1-C12), N(alquil Ci-
C12)C(O)(alquilo C1-C10) y similares.

El término “grupo protector de hidroxilo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un resto quimico
labil que se conoce en la técnica para proteger un grupo hidroxilo frente a reacciones no deseadas durante
procedimientos de sintesis. Tras dicho(s) procedimiento(s) de sintesis el grupo protector de hidroxilo tal como se
describe en el presente documento puede eliminarse selectivamente. Grupos protectores de hidroxilo tal como se
conocen se describen de manera general en T. H. Greene y P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis,
32 edicion, John Wiley & Sons, Nueva York (1999). Los ejemplos de grupos protectores de hidroxilo incluyen
benciloxicarbonilo, 4-nitrobenciloxicarbonilo, 4-bromobenciloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, metoxicarbonilo,
terc-butoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, difenilmetoxicarbonilo, 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo, 2-
(trimetilsilil)etoxicarbonilo, 2-furfuriloxicarbonilo, aliloxicarbonilo, acetilo, formilo, cloroacetilo, trifluoroacetilo,
metoxiacetilo, fenoxiacetilo, benzoilo, metilo, t-butilo, 2,2,2-tricloroetilo, 2-trimetilsilil-etilo, 1,1-dimetil-2-propenilo, 3-
metil-3-butenilo, alilo, bencilo, parametoxibencildifenilmetilo, trifenilmetilo (tritilo), tetrahidrofurilo, metoximetilo,
metiltiometilo,  benciloximetilo,  2,2,2-tricloroetoximetilo,  2-(trimetilsilil)etoximetilo,  metanosulfonilo, para-
toluenosulfonilo, trimetilsililo, trietilsililo, triisopropilsililo y similares. Grupos protectores de hidroxilo preferidos para la
presente invencién son acetilo (Ac o --C(O)CHs), benzoilo (Bn o --C(O)CeHs) y trimetilsililo (TMS o --Si(CHs)s).

El término “hidroxilo protegido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo hidroxilo protegido
con un grupo protector de hidroxilo, tal como se defini6 anteriormente, incluyendo grupos benzoilo, acetilo,
trimetilsililo, trietilsililo, metoximetilo, por ejemplo.

El término “grupo protector de amino”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un resto quimico labil
gue se conoce en la técnica para proteger un grupo amino frente a reacciones no deseadas durante procedimientos
de sintesis. Tras dicho(s) procedimiento(s) de sintesis el grupo protector de amino tal como se describe en el
presente documento puede eliminarse de manera selectiva. Grupos protectores de amino tal como se conocen se
describen de manera general en T. H. Greene y P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32 edicion,
John Wiley & Sons, Nueva York (1999). Los ejemplos de grupos protectores de amino incluyen, pero no se limitan a,
t-butoxicarbonilo, 9-fluorenilmetoxicarbonilo, benciloxicarbonilo y similares.

El término “amino protegido”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo amino protegido con
un grupo protector de amino tal como se definioé anteriormente.

El término “acilo” incluye residuos derivados de acidos, incluyendo, pero sin limitarse a, acidos carboxilicos, acidos
carbamicos, acidos carbdénicos, acidos sulfénicos y acidos fosforosos. Los ejemplos incluyen carbonilos alifaticos,
carbonilos aromaticos, sulfonilos alifaticos, sulfinilos aromaticos, sulfinilos alifaticos, sulfonilos aromaticos, sulfamilos
alifaticos, sulfamilos aromaticos, fosfatos aromaticos y fosfatos alifaticos.

Un “aminoacido” es una molécula que contiene grupos funcionales tanto amina como carboxilo con la formula
general NH,CHRCOOH. ElI término aminodacido incluye aminoacidos convencionales y aminoacidos no
convencionales.

Los “aminoacidos convencionales” son alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina y valina.

Un “aminoéacido convencional que no es acido aspartico” se selecciona del grupo que consiste en alanina, arginina,
asparagina, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina.

Los “aminoacidos no convencionales” son aminoacidos (moléculas que contienen grupos funcionales tanto amina
como carboxilo) que no son uno de los aminoacidos convencionales. Ejemplos de los mismos son selenocisteina
(incorporada en algunas proteinas en un codén UGA), pirrolisina (usada por algunas bacterias metanogénicas en
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enzimas para producir metano y codificada por el codéon UAG), lantionina, acido 2-aminoisobutirico, deshidroalanina,
3-amino-6-hidroxi-2-piperidona, acido gamma-aminobutirico, ornitina, citrulina, homocisteina, dopamina o
hidroxiprolina.

Los “aminoacidos convencionales no basicos” son alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina.

“Ahp” (3-amino-6-hidroxi-2-piperidona) es un aminoacido no convencional encontrado, por ejemplo, en
cianobacterias. Los “derivados de Ahp” incluyen, pero no se limitan a, 3-amino-5,6-dihidro-2-piperidona (deshidro-
AHP), 3-amino-2-piperidona y derivados de éter y éster de AHP. Un derivado de Ahp preferido es 3-amino-2-
piperidona.

Diferentes miembros de esta familia de aminoacidos no convencionales son:

MNH

3-amino-6-hidroxi-2-piperidona (AHP)

o

H,N

MNH
3-amino-5,6-dihidro-2-piperidona (deshidro-AHP)

o]
H.N

NH 3-amino-2-piperidona

Los “derivados de aminoécido” incluyen, pero no se limitan a, O-alquilo, O-arilo, O-acilo, S-alquilo, S-arilo, S-S-
alquilo, alcoxicarbonilo, O-carbonil-alcoxilo, carbonato, O-carbonil-ariloxilo, O-carbonil-alquilamino, O-carbonil-
arilamino, N-alquilo, N-dialquilo, N-trialquilamonio, N-acilo, N-carbonil-alcoxilo, N-carbonil-ariloxilo, N-carbonil-
alquilamino, N-carbonil-arilamino, N-sulfonilalquilo o N-sulfonilarilo.

Los “derivados de aminoacido convencional no basico” incluyen, pero no se limitan a, O-alquilo, O-arilo, O-acilo, S-
alquilo, S-arilo, S-S-alquilo, alcoxicarbonilo, O-carbonil-alcoxilo, carbonato, O-carbonil-ariloxilo, O-carbonil-
alquilamino, O-carbonilarilamino, N-alquilo, N-dialquilo, N-trialquilamonio, N-acilo, N-carbonil-alcoxilo, N-carbonil-
ariloxilo, N-carbonil-alquilamino, N-carbonil-arilamino, N-sulfonilalquilo o N-sulfonilarilo.

Los “derivados de tirosina” incluyen, pero no se limitan a, -O-alquilo, O-arilo, O-heteroarilo, O-acilo, O-POsH y O-
SOs3H, asi como halogenacion, en la posicion orto o meta.

Los “derivados de depsipéptido” incluyen, pero no se limitan a, depsipéptidos modificados tal como se describe en el
presente documento y aquellos descritos especificamente en los siguientes ejemplos. Dichos derivados pueden
prepararse usando métodos bien conocidos en la técnica.

La invencion se refiere ademas a sales farmacéuticamente aceptables y derivados de los compuestos de la presente
invencion y a métodos para obtener tales compuestos. Un método de obtencion del compuesto es mediante cultivo
de Chondromyces, 0 un mutante o una variante del mismo, en condiciones adecuadas, preferiblemente usando el
protocolo de fermentacion descrito a continuacion en el presente documento.

Pueden prepararse “sales” de compuestos de la presente invencién que tienen al menos un grupo de formacion de

sal de una manera conocida en si misma. Por ejemplo, pueden formarse sales de compuestos de la presente
invencion que tienen grupos acidos, por ejemplo, tratando los compuestos con compuestos metdlicos, tales como
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sales de metales alcalinos de acidos carboxilicos organicos adecuados, por ejemplo, la sal de sodio del acido 2-
etilhexanoico, con compuestos organicos de metal alcalino o metal alcalinotérreo, tales como los correspondientes
hidréxidos, carbonatos o hidrogenocarbonatos, tales como hidréxido, carbonato o hidrogenocarbonato de sodio o
potasio, con compuestos de calcio correspondientes 0 con amoniaco 0 una amina organica adecuada, usandose
preferiblemente cantidades estequiométricas o tan sélo un pequefio exceso del agente de formacién de sales. Se
obtienen sales de adicion de acido de compuestos de la presente invenciéon de manera habitual, por ejemplo,
tratando los compuestos con un acido o un reactivo de intercambio de aniones adecuado. Pueden formarse sales
internas de compuestos de la presente invencién que contienen grupos de formacion de sales acidas o basicas, por
ejemplo, un grupo carboxilo libre y un grupo amino libre, por ejemplo, mediante la neutralizacion de sales, tales
como sales de adicion de acido, hasta el punto isoeléctrico, por ejemplo, con bases débiles, 0 mediante tratamiento
con intercambiadores de iones.

Pueden convertirse sales de una manera habitual en los compuestos libres; pueden convertirse sales de metales y
amonio, por ejemplo, mediante tratamiento con acidos adecuados, y sales de adicion de acido, por ejemplo,
mediante tratamiento con un agente basico adecuado.

Pueden separarse mezclas de isémeros que pueden obtenerse segun la invencién de una manera conocida en si
misma en los isémeros individuales; pueden separarse diasterecisomeros, por ejemplo, mediante reparto entre
mezclas de disolventes polifasicas, recristalizacion y/o separacion cromatografica, por ejemplo sobre gel de silice o,
por ejemplo, mediante cromatografia de liquidos a presidon media sobre una columna de fase inversa, y pueden
separarse racematos, por ejemplo, mediante la formacién de sales con reactivos de formacion de sales épticamente
puros y separacion de la mezcla de diastereoisdémeros que puede obtenerse de ese modo, por ejemplo por medio de
cristalizacion fraccionada, o mediante cromatografia sobre materiales de columna 6pticamente activos.

Pueden someterse productos intermedios y productos finales a tratamiento final y/o purificarse segin métodos
convencionales, por ejemplo, usando métodos cromatograficos, métodos de distribucion, (re)cristalizacion y
similares.

Los depsipéptidos ciclicos de la invencion inhiben calicreina 7. Un “inhibidor” es un depsipéptido ciclico que inhibe
una reaccién enzimatica con una Clsgp medida de menos de 100 pM, por ejemplo 50 uM, 30 uM, 20 uM o 10 uM. Se
prefieren particularmente depsipéptidos ciclicos con una Clsp de menos de 30 pM para calicreina humana 7, por
ejemplo depsipéptidos ciclicos con una Clsp de menos de 10 uM, 1 uM, 100 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM
0 menos.

La Clsp para calicreina humana puede medirse usando el sustrato extinguido por fluorescencia Ac-Glu-Asp(EDANS)-
Lys-Pro-lle-Leu-Phe™Arg-Leu-Gly-Lys(dabcil)-Glu-NH; (en el que » indica el enlace escindible, identificado mediante
andlisis de EM) que puede adquirirse de Biosyntan (Berlin, Alemania). Se realizan reacciones enzimaticas en
tampon de citrato de sodio 50 mM a pH 5,6 que contiene NaCl 150 mM y CHAPS al 0,05% (p/v). Para la
determinacion de valores de Cls se realiza el ensayo a temperatura ambiente en placas de 384 pocillos. Todos los
volumenes de ensayo finales son de 30 pl. Se disuelven los compuestos de prueba en el 90% (v/v) de DMSO/agua y
se diluyen en agua (que contiene CHAPS al 0,05% (p/v)) hasta 3 veces la concentracién de ensayo deseada. Las 11
concentraciones de compuesto final son: 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM y
30 uM. Para cada ensayo, se afiaden 10 ul de agua/CHAPS (xcompuesto de prueba) por pocillo, seguido por 10 pl
de disolucion de proteasa (diluida con 1,5x tampén de ensayo). La concentracion de proteasa en la disolucion de
ensayo final es de 0,2 nM (segln las concentraciones de enzima determinadas mediante el método de Bradford).
Tras 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, se inicia la reaccion mediante adicién de 10 pl de disolucién de
sustrato (sustrato disuelto en 1,5x tampon de ensayo, la concentracién final es de 2 uM). Se obtiene el efecto del
compuesto sobre la actividad enzimatica a partir de las curvas de progresion lineal y se determina a partir de dos
lecturas, la primera tomada directamente tras la adicidon de sustrato (t = 0 min) y la segunda tras 1 hora (t = 60 min).
Se calcula el valor de Clsp a partir de la representacion grafica del porcentaje de inhibicidn frente a la concentracion
de inhibidor usando software de andlisis de regresion no lineal (XLfit, vers. 4.0; ID Business Solution Ltd., Guildford,
Surrey, R.U.).

La calicreina humana 7 (hK7) es una enzima con actividad serina proteasa ubicada en la piel humana. Se describié
por primera vez como enzima quimotriptica del estrato corneo (SCCE) y puede desempefiar un papel en la
descamacion del estrato corneo mediante escision de proteinas del estrato corneo (por ejemplo, corneodesmosina y
placoglobina). El estrato cérneo es la capa mas externa formadora de barrera de la epidermis y consiste en células
epiteliales cornificadas rodeadas por lipidos altamente organizados. Esta formandose continuamente mediante
diferenciacion epidérmica y en la epidermis normal el grosor constante del estrato cérneo se mantiene mediante un
equilibrio entre la proliferacién de los queratinocitos y la descamacion. La expresién potenciada de SCCE en
enfermedad cutanea inflamatoria puede tener significacion etiolégica (Hansson, et al. (2002)). Se encontré6 que
ratones transgénicos que expresan calicreina humana 7 en queratinocitos epidérmicos desarrollaban cambios
cutaneos patologicos con aumento del grosor epidérmico, hiperqueratosis, inflamacion dérmica y prurito grave. Se
ha notificado una asociaciéon genética entre una insercion de 4 pb (AACC) en la region 3'UTR del gen de la enzima
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quimotriptica del estrato cérneo y la dermatitis atopica (Vasilopoulos, et al. (2004)), lo que sugiere que la enzima
puede tener un papel importante en el desarrollo de dermatitis atépica. La dermatitis atépica es una enfermedad con
una barrera de la piel alterada que afecta al 15%-20% de los nifios. La calicreina 7 es una S1 serina proteasa de la
familia de genes de la calicreina que presenta una actividad de tipo quimotripsina, véase también Egelrud, T.; J.
Invest. Dermatol. (1993) 101, 200-204 y Radau, G.; Pharmazie (2000), 55, 555-560. La calicreina humana 7 (hK?7,
KLK7 o enzima quimotriptica del estrato corneo (SCCE), Swissprot P49862) desempefia un papel importante en la
fisiologia de la piel (1, 2, 3). Se expresa principalmente en la piel y se ha notificado que desempefia un papel
importante en la fisiologia de la piel. hK7 esta implicada en la degradacion de las estructuras cohesivas
intercelulares en epitelios escamosos cornificados en el proceso de descamacion. El proceso de descamacion esta
bien regulado y equilibrado de manera delicada con la produccion de novo de corneocitos para mantener un grosor
constante del estrato cérneo, la capa mas externa de la piel implicada de manera critica en la funcién de barrera de
la piel. Con respecto a esto, se notifica que hK7 puede escindir las proteinas corneodesmosémicas
corneodesmosina y desmocolina 1 (4, 5, 6). Se requiere la degradacién de ambos corneodesmosomas para la
descamacién. Ademas, muy recientemente se ha mostrado que las dos enzimas de procesamiento de lipidos (3-
glucocerebrosidasa y esfingomielinasa acida pueden degradarse mediante hK7 (7). Ambas enzimas de
procesamiento de lipidos se secretan conjuntamente con sus sustratos glucosilceramidas y esfingomielina y
procesan estos precursores lipidicos polares para dar sus productos mas apolares por ejemplo ceramidas, que
posteriormente se incorporan en las membranas laminares extracelulares. La arquitectura de la membrana laminar
es critica para una barrera de la piel funcional. Finalmente, se ha mostrado que hK7 activa el precursor de
interleucina-1p (IL-1B) para dar su forma activa in vitro (8). Dado que los queratinocitos expresan IL-1f3 pero no la
forma activa de la enzima convertidora de IL-1p3 especifica (ICE o caspasa 1), se propone que la activacion de IL-13
en la epidermis humana se produce mediante otra proteasa, siendo hK7 un posible candidato.

Recientes estudios vinculan una actividad de hK7 aumentada con enfermedades cutaneas inflamatorias tales como
dermatitis atdpica, psoriasis o sindrome de Netherton. Esto puede conducir a una degradacion no controlada de
corneodesmosomas dando como resultado una descamacion mal regulada, una degradacién potenciada de enzimas
de procesamiento de lipidos dando como resultado una arquitectura de membrana laminar alterada o una activacion
no controlada de la citocina proinflamatoria IL-13. El resultado neto seria una funcién de barrera de la piel alterada e
inflamacioén (véase también el documento WO-A-2004/108139).

Debido al hecho de que la actividad de hK7 se controla a varios niveles, diversos factores podrian ser responsables
de una actividad de hK7 aumentada en enfermedades cutaneas inflamatorias. En primer lugar, la cantidad de
proteasa que se expresa puede verse influida por factores genéticos. Tal vinculacién genética, un polimorfismo en la
regién 3'-UTR en el gen de hK7, se describid recientemente (9). Los autores plantean la hipétesis de que la insercion
de 4 pares de bases descrita en la region 3'-UTR del gen de calicreina 7 estabiliza el ARNm de hK7 y da como
resultado una sobreexpresion de hK7. En segundo lugar, dado que hK7 se secreta mediante cuerpos laminares en
el espacio extracelular del estrato cérneo como zimégeno y no puede autoactivarse, necesita activarse por otra
proteasa por ejemplo hK5 (5). La actividad no controlada de tal enzima activante puede dar como resultado una
sobreactivacion de hK7. En tercer lugar, hK7 activada puede inhibirse mediante inhibidores naturales tales como
LEKTI, ALP o elafina (10, 11). La expresién reducida o la falta de tales inhibidores pueden dar como resultado una
actividad de hK7 potenciada. Recientemente se encontrdé que mutaciones en el gen spink5, que codifica para LEKTI,
causan sindrome de Netherton (12) y una Unica mutacién puntual en el gen esta vinculada con dermatitis atépica
(13, 14). Finalmente, otro nivel de control de la actividad de hK7 es el pH. hK7 tiene un pH 6ptimo de neutro a
ligeramente alcalino (2) y hay un gradiente de pH desde neutro hasta acido desde las capas mas internas hasta las
mas externas de la piel. Factores ambientales tales como jabén pueden dar como resultado un aumento del pH en
las capas mas externas del estrato corneo hacia el pH 6ptimo de hK7 aumentando asi la actividad de hK7.

Una actividad de hK7 aumentada esta vinculada con enfermedades cutdneas con una barrera de la piel alterada
incluyendo enfermedades cutaneas inflamatorias e hiperproliferativas. En primer lugar, pacientes con sindrome de
Netherton muestran un aumento de la actividad serina proteasa dependiente del fenotipo, una disminuciéon de
corneodesmosomas, una disminucién de las enzimas de procesamiento de lipidos B-glucocerebrosidasa y
esfingomielinasa acida, y una funcion de barrera alterada (15, 16). En segundo lugar, un ratén transgénico que
sobreexpresa calicreina humana 7 muestra un fenotipo cutaneo similar al encontrado en pacientes con dermatitis
atopica (17, 18, 19). En tercer lugar, en la piel de pacientes con dermatitis atopica y psoriasis se describieron niveles
elevados de hK7 (17, 20). Ademas, la actividad de K7 aumentada y por tanto la disfuncion de la barrera epitelial
también pueden desempefiar un papel importante en la patologia de otras enfermedades epiteliales tales como
enfermedad inflamatoria del intestino y enfermedad de Crohn.

El tratamiento puede ser mediante aplicacion local o sistémica tal como cremas, pomadas y supositorios o mediante
aplicacion oral 0 s.c. 0 i.v., respectivamente, de una manera bien conocida en la técnica.

En un aspecto los depsipéptidos segun la invencion se obtienen cultivando una cepa Chondromyces crocatus que se
deposité el 24 de abril de 2007 en DSMZ (DSM 19329) o se obtienen cultivando una cepa Chondromyces robustus
que se deposité el 24 de abril de 2007 en DSMZ (DSM 19330).
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El depésito de las cepas se realizé segun los términos del tratado de Budapest sobre el Reconocimiento
internacional del depdsito de microorganismos a los fines del procedimiento en materia de patentes. Las cepas
depositadas se liberaran al publico de manera irrevocable y sin restriccion ni condicién tras expedirse una patente.
Las cepas depositadas se proporcionan Unicamente por conveniencia para los expertos en la técnica y no son una
admision de que se requiera un depésito para permitir su reproduccion.

Debe entenderse que la presente invencion no se limita al cultivo de las cepas particulares Chondromyces crocatus
y Chondromyces robustus. En vez de eso, la presente invencion contempla el cultivo de otros organismos que
pueden producir depsipéptidos, tales como mutantes o variantes de las cepas que pueden derivarse de este
organismo mediante medios conocidos tales como irradiacidn con rayos X, irradiacion ultravioleta, tratamiento con
mutagenos quimicos, exposicion a fago, seleccién con antibidticos y similares.

Los depsipéptidos de la presente invencion pueden biosintetizarse mediante diversos microorganismos. Los
microorganismos que pueden sintetizar los compuestos de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a,
bacterias del orden Myxococcales, también denominadas mixobacterias. Los ejemplos no limitativos de miembros
que pertenecen a los géneros de mixobacterias incluyen Chondromyces, Sorangium, Polyangium, Byssophaga,
Haploangium, Jahnia, Nannocystis, Koffleria, Myxococcus, Corallococcus, Cystobacter, Archangium, Stigmatella,
Hyalangium, Melittangium, Pyxicoccus. La taxonomia de mixobacterias es compleja y se hace referencia a Garrity
GM, Bell JY, Lilburn TG (2004) Taxonomic outline of the prokaryotes, Bergey’s manual of systematic bacteriology, 22
edicion, versiéon 5.0, mayo de 2004. (http://141.150.157.80/bergeysoutline/main.htm).

Los compuestos de las formulas estructurales (I-X) se producen mediante la fermentacion aerobia de un medio
adecuado en condiciones controladas mediante inoculacion con un cultivo de Chondromyces crocatus o
Chondromyces robustus. El medio adecuado es preferiblemente acuoso y contiene fuentes de carbono, nitrégeno y
sales inorganicas asimilables.

Los medios adecuados incluyen, sin limitacion, los medios de crecimiento mencionados a continuacion en los
ejemplos 1 y 2. La fermentacién se realiza durante de aproximadamente 3 a aproximadamente 20 dias a
temperaturas que oscilan entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 40°C; sin embargo, para resultados
Optimos, se prefiere realizar la fermentacién a aproximadamente 30°C. El pH del medio de nutrientes durante la
fermentacién puede ser de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 9,0.

Los medios de cultivo inoculados con los microorganismos que producen depsipéptidos pueden incubarse en
condiciones aerobias usando, por ejemplo, un agitador rotativo o un fermentador de tanque con agitacion. La
aireacion puede conseguirse mediante la inyeccién de aire, oxigeno o una mezcla gaseosa apropiada en los medios
de cultivo inoculados durante incubacion. En cuanto se ha acumulado una cantidad suficiente de los compuestos
antibiéticos, pueden concentrarse y aislarse del cultivo de una manera convencional y habitual, por ejemplo
mediante extraccidon y métodos cromatograficos, precipitacion o cristalizacion, y/o de una manera dada a conocer en
el presente documento. Como ejemplo para la extraccién, puede mezclarse y agitarse el cultivo con un disolvente
organico adecuado tal como n-butanol, acetato de etilo, ciclohexano, n-hexano, tolueno, acetato de n-butilo o 4-
metil-2-pentanona, los compuestos antibidticos en la fase organica pueden recuperarse mediante eliminacion del
disolvente a presion reducida. El residuo resultante puede reconstituirse opcionalmente, por ejemplo, con agua,
etanol, metanol o una mezcla de los mismos, y volverse a extraer con un disolvente organico adecuado tal como
hexano, tetracloruro de carbono, cloruro de metileno, diclorometano o una mezcla de los mismos. Tras la eliminacién
del disolvente, los compuestos pueden purificarse adicionalmente, por ejemplo, mediante métodos cromatograficos.
Como ejemplo para cromatografia, pueden aplicarse fases estacionarias tales como gel de silice u 6xido de
aluminio, con disolventes de elucidon organicos o mezclas de los mismos, incluyendo éteres, cetonas, ésteres,
hidrocarburos halogenados o alcoholes, o cromatografia de fase inversa con gel de silice modificado que tiene
diversos grupos funcionales y eluyendo con disolventes organicos o mezclas acuosas de los mismos, tales como
acetonitrilo, metanol o tetrahidrofurano a diferente pH. Otro ejemplo es una cromatografia de reparto, por ejemplo en
el modo de sélido-liquido o en el liquido-liquido. También puede aplicarse cromatografia de exclusién molecular, por
ejemplo usando Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) y eluyendo con diferente disolventes, preferiblemente con
alcoholes.

Tal como resulta habitual en este campo, los procedimientos de produccién asi como de recuperacion y purificacion
pueden monitorizarse mediante una variedad de métodos analiticos, incluyendo bioensayos, CCF, HPLC o una
combinacién de los mismos, y aplicando diferentes métodos de deteccion, para CCF normalmente luz UV, vapor de
yodo o pulverizacion de reactivos colorantes, para HPLC normalmente luz UV, métodos sensibles a la masa o de
dispersion de la luz. Por ejemplo una técnica de HPLC se representa usando una columna de fase inversa con un
gel de silice funcionalizado y aplicando un eluyente que es una mezcla en gradiente lineal de un disolvente polar
miscible con agua y agua a un pH especifico, y un método de deteccién con luz UV a diferentes longitudes de onda
y un detector sensible a la masa.

Los depsipéptidos biosintetizados mediante microorganismos pueden someterse opcionalmente a modificaciones
quimicas al azar y/o dirigidas para formar compuestos que son derivados 0 analogos estructurales. Tales derivados
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0 analogos estructurales que tienen actividades funcionales similares estan dentro del alcance de la presente
invencion. Los depsipéptidos pueden modificarse opcionalmente usando métodos bien conocidos en la técnica y
descritos en el presente documento.

Por ejemplo, pueden prepararse derivados de los depsipéptidos de la invencion mediante derivatizacion de
depsipéptidos ciclicos de férmula

A—A;—AT—A,

X—A—A;—0—A

7
lo que comprende

a) — la preparacion de compuestos en los que A4 es

H_N

¢

NH

mediante tratamiento de un compuesto en el que A4 es

HN

e

OH NH

con un acido organico o inorganico, por ejemplo acido trifluoroacético, acido sulfdrico, acido clorhidrico o un acido de
Lewis, por ejemplo eterato de trifluoruro de boro en un disolvente, por ejemplo diclorometano, THF, o sin un
disolvente a una temperatura de entre -78°C y 150°C, preferiblemente entre -30°C y temperatura ambiente.

b) — la preparacion de compuestos en los que A4 es

o)
NH
mediante tratamiento de un compuesto en el que A4 es
)
H,N
NH

con hidrégeno molecular o una fuente del mismo, por ejemplo ciclohexeno, formiato de amonio, en presencia de un
catalizador, por ejemplo, paladio en un disolvente, por ejemplo, 2-propanol a una temperatura de entre -50 y 100°C,
preferiblemente a temperatura ambiente.

c) — la preparacion de compuestos en los que A4 es
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H,N

I

NH

mediante tratamiento de un compuesto en el que A4 es

H_N

A

o NH

con un acido organico o inorganico, por ejemplo acido sulfdrico, acido clorhidrico o un acido de Lewis, por ejemplo
eterato de trifluoruro de boro en presencia de un agente reductor, por ejemplo trietilsilano, un disolvente, por ejemplo
diclorometano, THF, o sin un disolvente a una temperatura de entre -78°C y 150°C, preferiblemente entre -50°C y
temperatura ambiente.

d) — la preparacion de compuestos en los que A4 es

HN

2

X

NH
0

R

mediante tratamiento de un compuesto en el que A4 es

H.N

¢

on NH

con un alcanol sustituido 0 no sustituido y un acido organico o inorganico, por ejemplo acido trifluoroacético, acido
sulfdrico, acido clorhidrico o un acido de Lewis, por ejemplo eterato de trifluoruro de boro en un disolvente, por
ejemplo alcanoles sustituidos y no sustituidos, THF, diclorometano, preferiblemente alcanoles sustituidos y no
sustituidos, o sin un disolvente a una temperatura de entre -78°C y 150°C, preferiblemente entre -30°C y temperatura
ambiente.

A menos que se indique lo contrario, debe entenderse que todos los nimeros que expresan cantidades de
componentes, propiedades tales como peso molecular, condiciones de reaccion, Clso, etcétera, usados en la
memoria descriptiva y las reivindicaciones estan modificados en todos los casos con el término “aproximadamente”.
Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos expuestos en la presente memoria
descriptiva y las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones. Como minimo, y no como intento de limitar la
aplicacién de la doctrina de los equivalentes al alcance de las reivindicaciones, debe interpretarse que cada
parametro numérico al menos a la luz del ndmero de cifras significativas y aplicando técnicas de redondeo
habituales. Independientemente de que los intervalos y pardmetros numéricos que exponen el alcance amplio de la
invencion sean aproximaciones, los valores numéricos expuestos en los ejemplos, las tablas y las figuras se
notifican con la mayor precisién posible. Cualquier valor numérico puede contener de manera inherente ciertos
errores resultantes de variaciones en los experimentos, mediciones de pruebas, analisis estadisticos y similares.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el entendido cominmente por un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aunque en la practica o las pruebas de la presente invencién pueden usarse métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, a continuacion se describen métodos y materiales
adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas en el
presente documento se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, regira la presente memoria
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descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son sélo ilustrativos y no se
pretende que sean limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccioén de los compuestos (11)-(VII)

Cepa: Se aislé la cepa Chondromyces crocatus de una muestra medioambiental, madera podrida de un nogal, en los
laboratorios.

Se identific6 la cepa de manera inequivoca como Chondromyces crocatus basandose en la morfologia de los
cuerpos fructiferos asi como en la secuencia parcial del gen de ARN 16S. Se asigné C. crocatus al grupo de riesgo
biolégico 1 por DSMZ (DSMZ (2007)). Chondromyces es un género en la familia Polyangiaceae, que pertenece al
orden Myxococcales dentro de las delta-proteobacterias. Las bacterias del orden Myxococcales, también
denominadas mixobacterias, son bacterias gram-negativas en forma de bastdn con dos caracteristicas que las
distinguen de la mayoria de las demas bacterias. Pululan sobre superficies sélidas usando un mecanismo de
deslizamiento activo y se agregan para formar cuerpos fructiferos con la inanicion (Kaiser (2003)).

La cepa Chondromyces crocatus de la invencion se deposité en DSMZ con el nimero de registro 19329.

La cepa Chondromyces crocatus de la invencion no esta disponible como cultivo puro y no puede mantenerse sin
una cepa de compafiia. La cepa de compafiia puede obtenerse y mantenerse como cultivo puro cultivando en linea
una alicuota de un cocultivo de fermentacion sobre placas de agar (medio LB). Se realiz6 una observacion similar
por el grupo de Reichenbach (Jacobi, et al. (1996), Jacobi, et al. (1997)). Basandose en una secuencia de ADN
parcial del gen de ARNr de 16S de la cepa de compafia de Chondromyces crocatus de esta invencién, la
coincidencia mas proxima es Bosea thiooxidans del orden Rhizobiales dentro de las Alfa-protecbacterias. El ARNr
de 16S de fragmento con secuencia de 424 pb investigado tenia una identidad de aproximadamente el 98% (al
menos 8 intercambios de nucleétidos) con la secuencia AF508112 (B. thiooxidans) de Genebank. Se aisldé B.
thiooxidans de muestras de tierra recogidas de diferentes campos agricolas alrededor de Calcuta, India. Puede
oxidar compuestos de azufre inorganicos reducidos en presencia de algunos sustratos organicos y se describié
COmMO una nueva especie y un nuevo género en 1996 (Das, et al. (1996)). Un arbol filogenético derivado de
secuencias parciales de ARN de 16S de las 5 especies de Bosea descritas indica una posicién separada para la
cepa de compaiiia de Bosea aislada de C. crocatus.

Cultivo: Se realizaron cultivos en fermentador de 100 | segin el siguiente protocolo: Se iniciaron precultivos
mediante inoculacion de 5 ml (=10%) de un cultivo liquido de cepa Chondromyces crocatus de la invencién en 50 ml
de medio MD1 (adaptado segun Bode et al. 2003, véase la tabla 6) en un matraz de agitacion con deflectores de
200 ml. Tras 11 dias de incubaciéon a 30°C y 120 rpm en un agitador rotatorio se inicié un 1% cultivo intermedio
mediante inoculacion de 10 ml cada uno (=10%) del precultivo en 5 x 100 ml de medio MD1 en matraces de
agitacion con deflectores de 500 ml. Tras 7 dias de incubacién a 30°C y 120 rpm en un agitador rotatorio se inici6é un
2° cultivo intermedio mediante inoculacion de 25 ml cada uno (=5%) del 1°" cultivo intermedio en 19 x 500 ml de
medio MD1 en matraces de agitacion sin deflectores de 2 I. Tras 6 dias de incubaciéon a 30°C y 150 rpm en un
agitador rotatorio se us6 todo el 2° cultivo intermedio (9,5 litros = 9,5%) para inocular 100 litros de medio de
produccién POL1 (adaptado segun Kunze et al. 1995, véase la tabla 7).

Este cultivo principal de 100 | se realizé en un fermentador de tanque de acero a escala de 100 I. Se control¢ la
temperatura a 30°C, la aireacién fue de 20 I/min (= 0,2 vvm) y la velocidad de agitacion fue de 50 rpm. Se mantuvo
una ligera sobrepresion de 0,5 bar dentro del recipiente del fermentador. Se mantuvo el pH del cultivo a 6,9-7,1
mediante adicion controlada de H>SO4 3 N o NaOH 3 N. Tras una fase de latencia de aproximadamente 1 dia el
consumo de oxigeno se aceler6 durante aproximadamente 4 dias lo que indicdé un crecimiento exponencial del
cultivo. Durante los 2 ultimos dias el consumo de oxigeno se redujo ligeramente lo que indico una fase estacionaria
del cultivo. Tras 7 dias se recogio el cultivo con un titulo de 5,3 mg/I de un depsipéptido ciclico segun la formula I1.

Extraccion: Se transfirié todo el caldo de fermentacién a un recipiente de acero de 1600 | y se decanté durante
1 hora. Se recogi6 el sedimento celular humedo (200 g) de la fraccion de fondo mediante filtracion a través de un
filtro de papel. Se extrajo el sedimento celular 3 veces mezclandolo con turrax 30 minutos cada uno con 10 | de
acetato de etilo. Después se separ6 el agua residual de la fase de disolvente. Se lavé la fase de disolvente con 5 |
de agua y después se evaporé para obtener un extracto seco denominado “extracto celular “.

Se extrajo el filtrado de cultivo con 200 | de acetato de etilo. Tras un tiempo de contacto de 2 horas, incluyendo
1 hora de mezclado con turrax, se separ6 la fase organica, se lavo con 20 | de agua y finalmente se evaporé para
obtener un extracto seco denominado “extracto de filtrado de cultivo”.
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Aislamiento de compuesto: Se disolvio el extracto de filtrado de cultivo (4,4 g) en 80 ml de metanol. Se retiraron los
componentes insolubles mediante centrifugacién y se evaporé el sobrenadante hasta sequedad proporcionando
3,3 g de extracto. Se disolvié el extracto en 7,5 ml de MeOH, 3 ml de DMSO y 0,5 ml de diclorometano y se purificd
mediante cromatografia de fase inversa (Waters Sunfire RP18 10 um, 30x150 mm) usando acido férmico al 0,01%
(disolvente A), y acetonitrilo que contenia acido formico al 0,1% (disolvente B) como disolventes. La velocidad de
flujo fue de 50 ml/min. El gradiente se muestra en la tabla 1. Se purific el material en 7 series cromatograficas. De
cada serie se analizaron las fracciones recogidas mediante HPLC, se combinaron las fracciones que contenian el
depsipéptido ciclico segun la invencién y se evaporaron a vacio hasta sequedad. La cromatografia proporcion6
134 mg de depsipéptido ciclico (Il) con una pureza de >97% y 80 mg con una pureza del 90%.

Tabla 2
Gradiente de HPLC usado para la purificacion del depsipéptido ciclico (ll)
tiempo (min) disolvente A (%) disolvente B (%)
0,0 90 10
1,0 90 10
23,0 50 50
23,1 0 100
27,0 0 100
27,1 90 10
30,0 90 10
Tabla 3
Gradiente usado para la separacién de fase normal
tiempo (min) ciclohexano (%) acetato de etilo (%) metanol (%)
0 75 25 0
10 75 25 0
33 25 75 0
56 20 70 10
79 0 50 50
93 0 50 50

Se disolvio el extracto celular (6,67 g) en diclorometano/metanol 4:1. Se filtr6 la disolucién y se adsorbié el filtrado
sobre diatomea (2 g de diatomea/l g de extracto, Isolute®, International Sorbent Technology Ltd., Hengoed Mid
Glam, R.U.) seguido por evaporacién. Se carg6 el residuo sélido sobre una columna de gel de silice previamente
empaquetada (4x18 cm, 90 g de gel de silice 40-63) y se eluyd con un gradiente de ciclohexano, acetato de etilo y
metanol. El gradiente se muestra en la tabla 2, la velocidad de flujo fue de 28 ml/min. Se recogieron volimenes de
fracciones de 28 ml. Se combinaron las fracciones segun los picos visibles en el perfil de UV lo que proporcion6 12
fracciones combinadas (A-L). Se purificaron adicionalmente las fracciones que contenian los depsipéptidos (H-J)
usando cromatografia de fase inversa. El método cromatogréafico y el procedimiento de tratamiento final son
idénticos al método de purificaciéon descrito para el filtrado de cultivo. En total se aislaron 46,1 mg de depsipéptido
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ciclico (1), 17,9 mg de depsipéptido ciclico segun la formula (lll) y 6,1 mg de una mezcla 1:1 de los depsipéptidos
(V1) y (VII).

También se encontraron otros depsipéptidos ciclicos en menor concentracion en el extracto celular. Entre estos
otros depsipéptidos ciclicos estaban los de la formula (1V) y (V).

Caracterizacién de compuestos:

Datos fisicos del compuesto (II)

IR (pastilla de KBr): 3337, 3297, 3062, 2966, 2936, 2877, 1736, 1659, 1533, 1519, 1464, 1445, 1410, 1385, 1368,
1249, 1232, 1205, 989, 832 cm™

FT-EM (9,4 T APEX-IIl): 951,5165; calc. para CssH72NgO12+Na: 951,5162

*H-RMN (600 MHz, ds-DMSO) &y: -0,10 (3H, d, J =7,0 Hz), 0,65 (4H, m), 0,78 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,82 (3H, t, J =
7,2 Hz), 0,85 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,89 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,02 (1 H, m), 1,03 (6H, 2 x d, J = 7,0 Hz), 1,10 (1 H, m),
1,21 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,25 (1 H, m), 1,40 (1 H, m), 1,52 (1 H, m), 1,76 (6H, m), 1,84 (1 H, m), 1,93 (1 H, m), 2,15
(2H, m), 2,48 (1 H, m), 2,59 (1 H, m), 2,69 (1 H, m), 2,72 (3H, s), 3,17 (1 H, m), 4,32 (2H, m), 4,44 (2H, m), 4,64 (1L H,
d, J=9,5Hz), 471 (1 H, m), 4,94 (1L H, s), 5,06 (1 H, m), 5,49 (1 H, m), 6,08 (1 H, d, J = 2,2 Hz), 6,65 (2H, d, J =
8,4), 6,74 (L H, s), 7,00 (2H, d, J = 8,4 Hz), 7,27 (1L H, s), 7,36 (1L H, d, J = 9,5 Hz), 7,66 (1 H, d, J = 10,2 Hz), 7,74
(1H,d,J=88Hz),802(LH,d, J=81Hz),8,43 (1H, d, J = 8,1 Hz), 9,19 (1H, s).

B3C-RMN (150 MHz) dg-DMSO 3c: 10,35, CHs; 11,22, CHg; 13,79, CHs; 16,00, CHs; 17,63, CHs: 19,49, 2 x CHa;
20,83, CHs: 21,72, CHz; 23,30, CHs: 23,70, CHy; 24,16, CH: 24,41, CHy; 27,35, CHz; 29,74, CHy; 30,07, CHs; 31,44,
CHy; 33,13, CH: 33,19, CHy; 33,68, CH; 37,39, CH; 39,05, CHy; 48,75, CH; 50,59, CH; 52,01, CH; 54,11, CH: 54,65,
CH; 55,24, CH; 60,60, CH; 71,86 CH; 73,89, CH: 115,28, 2 x CH; 127,31, Cq; 130,35, 2 x CH; 156,25, Cq; 169,09,
Cq; 169,25, Cq; 169,34, Cq; 169,74, Cq; 170,60, Cq; 172,41, Cq; 172,52, Cq; 173,78, Cq; 176,32, Cq

Datos fisicos del compuesto de formula (III)
FT-EM (9,4 T APEX-III): Hallado: 965,5318; calc. para C47H74NgO12+Na: 965,5318

'"H-RMN (600 MHz) de-DMSO &: -0,10 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,64 (4H, m), 0,78 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,82 (3H, t, J =
7,0 Hz), 0,83 (3H, t, J = 7,3 Hz), 0,85 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,89 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,01 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,04 (1H,
m), 1,10 (1 H, m), 1,21 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,25 (1 H, m), 1,32 (1 H, m), 1,40 (1 H, m), 1,53 (2H, m), 1,77 (6H, m),
1,84 (1 H, m), 1,92 (1 H, m), 2,12 (1 H, m), 2,16 (1 H, m), 2,28 (1 H, m), 2,59 (1 H, m), 2,68 (1 H, m), 2,72 (3H, s),
3,17 (1 H, m), 4,32 (1 H, m), 4,38 (1L H, m), 4,43 (1L H, d, J = 10,2 Hz), 4,46 (1 H, m), 4,63 (1 H, d, J = 9,5 Hz), 4,71
(1 H, m), 4,94 (1 H, m), 5,06 (1 H, m), 5,49 (1 H, m), 6,11 (1 H, s, ancho), 6,65 (2H, d, J = 8,8 Hz), 6,73 (1 H, s), 7,00
(2H,d, J=8,8Hz), 7,27 (L H, s), 7,37 (L H, d, J = 9,5 Hz), 7,66 (1L H, d, J = 10,2 Hz), 7,75 (1L H, d, J = 9,7 Hz), 8,07
(1H,d,J=8,1Hz),845(1H,d, J=8,8Hz), 9,24 (1 H, ancho)

Datos fisicos del compuesto de férmula (1V)
FT-EM (9,4 T APEX-III): Hallado: 947,5196; calc. para C47H72NgO11+Na: 947,5213

'H-RMN (600 MHz) ds-DMSO &: 0,08 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,68 (3H, t, J = 7,2 Hz), 0,71 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,78 (3H,
d, J=7,0 Hz), 0,83 (3H, t, J = 7,3 Hz), 0,84 (1 H, m), 0,87 (3H, t, J = 7,2 Hz), 0,88 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,99 (3H, d, J
=7,1Hz), 1,08 (1 H, m), 1,17 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,18 (1H, m), 1,31 (2H, m), 1,43 (1H, m), 1,51 (1 H, m), 1,54 (1H,
m), 1,76 (2H, m), 1,90 (1 H, m), 1,94 (1 H, m), 2,01 (1 H, m), 2,10 (1 H, m), 2,16 (1 H, m), 2,26 (1 H, m), 2,46 (2H,
m), 2,73 (1 H, m), 2,74 (3H, s), 3,19 (1 H, m), 4,34 (1 H, m), 4,36 (1 H, m), 4,51 (1 H, m), 4,55 (1 H, m), 4,66 (1 H, d,
J=10,0 Hz), 4,79 (L H, d, J = 11,0 Hz), 5,19 (1 H, m), 5,28 (1 H, m), 5,44 (1 H, m), 6,25 (1L H, d, J = 7,3 Hz), 6,33
(LH, d, J=88Hz), 668 (2H,d, J=88Hz), 6,75 (L H,s), 7,04 (2H, d, J =88 Hz), 7,28 (1L H, s), 7,32 (L H, d, J =
8,8 Hz), 7,91 (1 H, d, J= 9,5 Hz), 8,05 (L H, d, J = 8,1 Hz), 8,57 (1 H, d, J = 8,9 Hz), 9,38 (1 H, ancho)

Datos fisicos del compuesto de férmula (V)

FT-EM (9,4 T APEX-III): Hallado: 933,5053; calc. para CssH7oNgO11+Na: 953,5056

'H-RMN (600 MHz) de-DMSO &y: 0,08 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,68 (3H, t, J = 7,2 Hz), 0,71 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,79 (3H,
d, J=7,0Hz), 0,83 (1 H, m), 0,88 (3H, t, J = 7,2 Hz), 0,89 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,01 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,03 (3H, d, J
=7,0Hz) 1,08 (1 H, m), 1,17 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,20 (1 H, m), 1,31 (1 H, m), 1,42 (1 H, m), 1,54 (1 H, m), 1,74 (2H,
m), 1,91 (2H, m), 2,02 (1H, m), 2,10 (1H, m), 2,15 (1H, m), 2,46 (3H, m), 2,75 (3H, s), 2,76 (1H, m), 3,19 (1H, m),
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4,32 (1 H, m), 4,34 (1 H, m), 4,51 (L H, m), 4,55 (1 H, m), 4,66 (1L H, d, J = 9,5 Hz), 4,79 (1 H, d, J = 11,0 Hz), 5,19 (1
H, m), 5,28 (1 H, m), 5,43 (1 H, m), 6,25 (1 H, d, J = 7,0 Hz), 6,33 (L H, d, J = 8,5 Hz), 6,68 (2H, d, J = 8,8 Hz), 6,75
(LH,s), 7,04 (H,d, J=8,8Hz),728(H,s),73L(1Hd J=88Hz),79 (1Hd J=95Hz),799 (1Hd J=
8,1 Hz), 8,52 (1 H, d, J = 8,8 Hz), 9,30 (1 H, ancho)

Ejemplo 2: Produccién de compuestos (VIII, 1X, X)

Cepa: Se aislo la cepa Chondromyces robustus de una muestra de estiércol. Se identifico la cepa Chondromyces
robustus de la invencion como Chondromyces robustus basandose en la morfologia de los cuerpos fructiferos asi
como en la secuencia parcial del gen de ARN de 16S. Se asigné C. robustus al grupo de riesgo bioldgico 1 por
DSMZ (DSMZ (2007)). Chondromyces es un género de la familia Polyangiaceae, que pertenece al orden
Myxococcales dentro de las Delta-proteobacterias. Las bacterias del orden Myxococcales, también denominadas
mixobacterias, son bacterias gram-negativas en forma de baston con dos caracteristicas que las distinguen de la
mayoria de las demas bacterias. Pululan sobre superficies sélidas usando un mecanismo de deslizamiento activo y
se agregan para formar cuerpos fructiferos con la inanicion (Kaiser (2003)).

La cepa Chondromyces robustus de la invencién se deposité en DSMZ con el nimero de registro 19330.

Cultivo: Se realizaron cultivos en fermentador de 100 | segin el siguiente protocolo: Se iniciaron precultivos
mediante inoculacién de 20 ml cada uno (=20%) de un cultivo liquido de la cepa Chondromyces robustus de la
invencion en 6 x 100 ml de medio MD1 (adaptado segln Bode et al. 2003) en matraces de agitacion con deflectores
de 500 ml. Tras 1 dia de incubacién a 30°C y 120 rpm en un agitador rotatorio se inicié un 1 cultivo intermedio
mediante inoculacién de 100 ml cada uno (=25%) del precultivo en 6 x 400 ml de medio MD1 en matraces de
agitacion con deflectores de 2 I. Tras 3 dias de incubacién a 30°C y 120 rpm en un agitador rotatorio se inici6 un 2°
cultivo intermedio mediante inoculacién de 3 litros (=20%) del 1°" cultivo intermedio en un fermentador de tanque de
acero de 20 | que contenia 15 litros de medio MD1. Se controld la temperatura a 30°C, la aireacion fue de 20 I/min (=
1,0 vwwm) y la velocidad de agitacion fue de 80 rpm. Se mantuvo una ligera sobrepresion de 0,5 bar dentro del
recipiente del fermentador. Aunque no habia ningun control del pH, el pH del cultivo s6lo disminuyd ligeramente
desde pH 6,95 al inicio hasta pH 6,88 en el dia 7. Tras 7 dias se us0 todo el 2° cultivo intermedio (18 litros = 20%)
para inocular 90 litros de medio de produccion POL1 (adaptado segun Kunze et al. 1995) (volumen inicial =
108 litros). Se realiz6 el cultivo principal en un fermentador de tanque de acero a escala de 100 I. Se control6 la
temperatura a 30°C, la aireacion fue de 30 I/min (= 0,3 vvm) y la velocidad de agitacién al comienzo fue de 50 rpm y
tras 4 dias de 80 rpm. Se mantuvo una ligera sobrepresién de 0,5 bar dentro del recipiente del fermentador. Se
mantuvo el pH del cultivo a 6,8-7,2 mediante adicion controlada H,SO4 2 N 0 NaOH 1,5 N. Tras 14 dias se recogio el
cultivo con un titulo de 3 mg/l.

Extraccion: Se transfirié todo el caldo de fermentaciéon a un recipiente de acero de 1600 | y se decantd durante
1 hora. Se recogi6 el sedimento celular himedo (aproximadamente 200 g) de la fraccion de fondo mediante filtracion
a través de un filtro de papel. Se extrajo el sedimento celular 3 veces mezclandolo con turrax 30 minutos cada uno
con 10 | de acetato de etilo. Después se separé el agua residual de la fase de disolvente. Se lavé la fase de
disolvente con 5 | de agua y después se evaporé para obtener 11,9 g de extracto seco denominado “extracto
celular”.

Se extrajo el filtrado de cultivo con 200 | de acetato de etilo. Tras un tiempo de contacto de 2 horas, incluyendo
1 hora de mezclado con turrax, se separoé la fase organica, se lavé con 20 | de agua y finalmente se evapor6 para
obtener 12,5 g de extracto seco denominado “extracto de filtrado de cultivo”.

Aislamiento de compuesto: Se disolvié cada extracto (de micelio y de filtrado de cultivo) en diclorometano/metanol
4:1. Se filtro la disolucion y se adsorbié el filtrado sobre diatomea (2 g de diatomea/l g de extracto, Isolute®,
International Sorbent Technology Ltd., Hengoed Mid Glam, R.U.) seguido por evaporacién. Se carg6 el residuo
sélido sobre una columna de gel de silice previamente empaquetada (4x18 cm, 100 g de gel de silice 40-63) y se
eluyo con un gradiente de ciclohexano, acetato de etilo y metanol. El gradiente se muestra en la tabla 4, la velocidad
de flujo fue de 28 mil/min. Se recogieron volimenes de fracciones de 28 ml. Se combinaron las fracciones segun los
picos visibles en el perfil de UV. Se purificé adicionalmente la fraccién que contenia el depsipéptido ciclico de la
invencién usando cromatografia de fase inversa (Waters Sunfire RP18 10 um, 30x150 mm) usando &cido férmico al
0,01% (disolvente A), y acetonitrilo que contenia acido férmico al 0,1% (disolvente B) como disolventes. La velocidad
de flujo era de 50 ml/min. El gradiente se muestra en la tabla 5. Para la inyeccion se disolvié el material en
MeOH/DMSO 1:1 (concentracion de 200 mg/ml). Se analizaron las fracciones recogidas mediante HPLC, se
combinaron las fracciones que contenian el depsipéptido ciclico de la invencién y se evaporaron a vacio hasta
sequedad. La cromatografia del extracto proporcion6 52 mg de depsipéptido ciclico (VIII) puro (>97%). Pudo aislarse
un total de 85 mg de depsipéptido ciclico (VIII) puro a partir de los extractos combinados.

También se encontraron otros depsipéptidos ciclicos en menor concentracion en el extracto celular. Entre estos
otros depsipéptidos ciclicos estaban los de la formula (IX) y (X).
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Tabla 4
Gradiente usado para la separacion de fases normal
tiempo (min) ciclohexano (%) acetato de etilo (%) metanol (%)
0 75 25 0
10 75 25 0
33 25 75 0
56 20 70 10
79 0 50 50
93 0 50 50
Tabla 5
Gradiente de HPLC usado para la purificacion del depsipéptido ciclico (VIII)
tiempo (min) disolvente A (%) disolvente B (%)
0,0 75 25
1,0 75 25
23,0 55 45
23,1 0 100
27,0 0 100
27,1 75 25
30,0 75 25

5 Medios (Ajustados a pH 7,0 con HEPES 50 mM)

Tabla 6
MD1 (medio de precultivo)
Sustancia Concentracion [g/l]
Casitona 3
CaCl, x 2 H,0 0,5
MgSOQO4 x 7 H20 2
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MD1 (medio de precultivo)

D(+)-Glucosa, libre de agua 1
Cianocobalamina 0,5mg
Antiespumante B 0,2ml

Disolucién de ferrioxamina [100 ng/ml] 1 ml

Tabla 7
POL1 (medio de produccién)
Sustancia Concentracion [g/l]
Alburex 4
Almidén soluble 3
CaCl, x 2 H.0 0,5
MgSO4 x 7 H20 2
Cianocobalamina 0,25 mg
HEPES 12

Disolucion de oligoelementos convencional 1901 1ml

XAD16 35

Caracterizacion de compuestos:

Datos fisicos del compuesto (VIII)
FT-EM (9,4 T APEX-1II): Hallado: 985,5007; calc. para Ca9H7oNgO12+Na: 985,5005.

*H-RMN (600 MHz) dg-DMSO &: 0,74 (6H, d, J = 7,0 Hz), 0,85 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,88 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,89 (6H,
d, J=7,0Hz), 1,18 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,32 (1 H, m), 1,46 (1 H, m), 1,57 (2H, m), 1,72 (3H, m), 1,81 (1 H, m), 1,88 (1
H, m), 1,98 (1 H, m), 2,02 (2H, m), 2,11 (3H, m), 2,42 (1 H, m), 2,73 (1 H, m), 2,77 (3H, s), 2,87 (1L H, m), 3,12 (1 H,
m), 3,64 (1 H, m), 4,23 (1 H, m), 4,40 (1 H, m), 4,58 (1 H, d, J = 9,5 Hz), 4,75 (2H, m), 4,93 (1 H, m), 5,07 (L H, s),
5,40 (1 H, m), 6,03 (1 H, s), 6,74 (1 H, s), 6,79 (2H, d, J = 8,4 Hz), 6,84 (2H, d, J = 7,8 Hz), 7,02 (2H, d, J = 8,4 Hz),
7,10 (1H, d, J=9,3Hz), 7,14 (L H, t, J = 7,8 Hz), 7,19 (2H, t, J = 7,8 He), 7,26 (1 H, s), 7,42 (1 H, d, J = 9,8 Hz), 7,89
(1H,d,J=9,2Hz),803(LH,d J=79Hz),838(LH, d J=89Hz),940(LH,s)

¥C-RMN (150 MHz) d6-DMSO &¢: 17,13, CHs; 17,63, CHg; 19,32, CHs; 20,90, CHs; 21,64, CHy; 22,34, CHs; 22,34,
CHs; 23,32, CHs; 24,10, CH; 25,63, CH; 27,63, CHz; 29,30, CHy; 30,37, CHs; 30,86, CH; 31,52, CHy; 32,83, CHy;
35,33, CHy; 38,98, CHy; 44,42, CHy; 48,52, CH; 50,19, CH; 50,24, CH; 51,99, CH; 54,62, CH; 55,63, CH; 60,90, CH;
71,86 CH; 73,70, CH; 115,32, 2 x CH; 126,21, CH; 127,50, Cq; 127,74, 2 x CH; 129,42, 2 x CH; 130,43, 2 x CH;
136,72, Cq; 156,23, Cq; 168,93, Cq; 169,18, Cq; 169,18, Cq; 170,18, Cq; 170,39, Cq; 171,72, Cq; 171,96, Cq;
172,50, Cq; 173,82, Cq

Datos fisicos del compuesto de férmula (1X)

FT-EM (9,4 T APEX-III): Hallado: 969,5058; calc. para C49H70NsO11+Na: 969,5056.
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"H-RMN (600 MHz) ds-DMSO 64:): 0,53 (3H, d, J = 6,6 Hz), 0,73 (3H, d, J = 6,6 Hz), 0,74 (3H, d, J = 6,6 Hz), 0,81
(3H, d, J = 6,6 Hz), 0,86 (6H, d, J = 6,6 Hz), 1,08 (3H, d, J = 6,5 Hz), 1,20 (1 H, m), 1,33 (3H, m), 1,52 (1 H, m), 1,64
(2 H, m), 1,80 (2H, m), 2,01 (1 H, m), 2,04 (2H, m), 2,15 (4H, m), 2,25 (1 H, m), 2,30 (1 H, m), 2,74 (3H, s), 2,83 (1 H,
m), 3,12 (1 H, m), 3,32 (1 H, m), 3,38 (1 H, m), 4,14 (1 H, m), 4,27 (1 H, m), 4,40 (1 H, m), 4,59 (1 H, m), 4,61 (1 H,
m), 4,94 (1 H, m), 4,99 (1 H, m), 5,10 (1 H, m), 6,42 (2H, d, J = 8,8 Hz), 6,75 (1 H, s), 7,04 (2H, d, J = 8,8 Hz),7,10 (1
H,t, J=7,3Hz), 7,15 (2H,t,J =7,3 Hz), 7,23 (2H,d,J=7,3Hz),7,30 (1 H, s), 7,41 (1 H, d, J = 9,5 Hz), 8,05 (1 H, d,
J=9,5Hz),8,23 (1 H,d,J=8,1Hz), 8,47 (1H,d,J=4,4Hz),8,71 (1 H, d, J =10,2 Hz) (sefial del proton del grupo
hidroxilo de tirosina no visible)

Datos fisicos del compuesto de formula (X)
FT-EM (9,4 T APEX-III): Hallado: 955,4896; calc. para CssHesNgO11+Na: 955,4900.

'"H-RMN (600 MHz) de-DMSO 64:). On: sin asignacion de desplazamientos quimicos (mezcla de rotameros,
asignacion de estructura basandose en comparacion de datos de RMN (grupo N-metilo que falta) con datos de RMN
del compuesto (IX).

Ejemplo 3: Actividad biolégica

Los compuestos de la presente invencion, por ejemplo incluyendo un compuesto de formula 11-X, muestran actividad
farmacolégica y por tanto son Gtiles como productos farmacéuticos. Por ejemplo, se encuentra que los compuestos
de la presente invencion inhiben la actividad de calicreina 7.

Los compuestos de la presente invencion tienen valores de Clsp de entre 1 nM y 10 uM segun se determina en el
siguiente ensayo:

Materiales y tampones

Se adquiere el sustrato extinguido por fluorescencia Ac-Glu-Asp(EDANS)-Lys-Pro-lle-Leu-Phe™Arg-Leu-Gly-
Lys(dabcil)-Glu-NHx (en el que » indica el enlace escindible, identificado mediante analisis de EM) de Biosyntan
(Berlin, Alemania) y se mantiene como disolucion madre 5 mM en DMSO a -20°C. Todos los demas productos
guimicos son de calidad analitica.

Se realizan reacciones enzimaticas en tampoén de citrato de sodio 50 mM a pH 5,6 que contiene NaCl 150 mM y
CHAPS al 0,05% (p/v).

Todas las disoluciones que contienen proteinas y péptidos se manipulan en tubos con silicona (Life Systems Design,
Merenschwand, Suiza). Se transfirieron las disoluciones de compuesto, asi como las disoluciones de enzima y las
de sustrato, a las placas de 384 pocillos (Cliniplate negra; n.° de cat. 95040020 Labsystems Oy, Finlandia) por medio
de un pipeteador de 96 canales CyBi-Well (CyBio AG, Jena, Alemania).

Instrumentacion para mediciones de FI

Para las mediciones de intensidad de fluorescencia (FI) se usa un lector Ultra Evolution (TECAN, Maennedorf,
Suiza). El instrumento esta equipado con una combinacion de un filtro de trayecto de banda de 350 nm (20 nm de
ancho de banda) y uno de 500 nm (25 nm de ancho de banda) para la adquisicion de excitaciéon y emision de
fluorescencia, respectivamente. Para aumentar la razén sefal:fondo, se emplea un espejo dicroico apropiado. Se
adquieren los filtros épticos y el espejo dicroico de TECAN. Los fluoréforos en cada pocillo se excitan mediante tres
destellos por medicion.

Determinacion de valores de Clso

Para la determinacion de los valores de Clso se realiza el ensayo a temperatura ambiente en placas de 384 pocillos.
Todos los volimenes de ensayo finales fueron de 30 pl. Se disuelven los compuestos de prueba en el 90% (v/v) de
DMSO/agua y se diluyen en agua (que contiene CHAPS al 0,05% (p/v)) hasta 3 veces la concentracion de ensayo
deseada. Las 11 concentraciones de compuesto final son: 0,3 nM, 1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM,
1uM, 3 uM, 10 uM y 30 uM. Para cada ensayo, se afiaden 10 pl de agua/CHAPS (tcompuesto de prueba) por
pocillo, seguido por 10 pl de disolucién de proteasa (diluida con 1,5x tampdn de ensayo). La concentracion de
proteasa en la disolucion de ensayo final es de 0,2 nM (segun las concentraciones de enzima determinadas
mediante el método de Bradford). Tras 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, se inicia la reaccion mediante
adicion de 10 pl de disolucion de sustrato (sustrato disuelto en 1,5x tampén de ensayo, la concentracion final era de
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2 uM). Se obtiene el efecto del compuesto sobre la actividad enzimatica a partir de las curvas de progresion lineal y
se determina a partir de dos lecturas, la primera tomada directamente tras la adicién de sustrato y la segunda tras
1 hora. Se calcula el valor de Clso a partir de la representacién gréafica del porcentaje de inhibicién frente a la
concentracion de inhibidor usando software de analisis de regresién no lineal (XLfit, vers. 4.0; ID Business Solution
Ltd., Guildford, Surrey, R.U.).

Tabla 8

Depsipéptido Depsipéptido ciclico  Depsipéptido ciclico  Depsipéptido ciclico

ciclico (I1) seguln la formula (II1)  segun la féormula (IV)  segun la férmula (V)
Enzima Clso IJM Clso IJM Clsg UM Clso UM
Calicreina humana 7 0,001 0,0004 0,005 0,006

Ademas, los depsipéptidos ciclicos inhibieron quimotripsina humana y elastasa de neutréfilos humanos con una Clsg
gue oscil6 entre 0,001 uM y 0,02 y entre 0,01 uM y 0,07 UM, respectivamente.

Se determind la actividad biolégica del depsipéptido ciclico (VIII) con calicreina 7. Este depsipéptido ciclico de la
invencion inhibe la calicreina humana 7 con una Clsp de menos de 3 nM. Este depsipéptido ciclico inhibié la
quimotripsina humana y la elastasa de neutréfilos humanos con una Clsp de aproximadamente 0,004 uM y
aproximadamente 0,0025 uM, respectivamente.

Ejemplo 4: Derivatizacién de un depsipéptido ciclico de la invencion

A una disolucion de 20 mg de depsipéptido ciclico (II) y 0,027 ml de trietilsilano en 2 ml de diclorometano/acetonitrilo
(1:1) a -50°C se le afadieron lentamente 0,014 ml de eterato de trifluoruro de boro. Se dejé calentar la mezcla de
reaccion hasta -5°C y se mantuvo a esta temperatura durante 30 minutos adicionales, se vertié en una disolucion
saturada de NaHCOs3, y se extrajo con acetato de etilo. Se secé la fase organica sobre sulfato de sodio y se elimind
el disolvente a vacio. La purificacién del residuo obtenido mediante HPLC (XTerra [5 cm]; gradiente de tamp6n de
acetonitrilo/carbonato de amonio pH 10) proporcioné 9,8 mg de un derivado del depsipéptido ciclico (Il) en el que
Ahp se habia convertido en 3-amino-2-piperidona.

Ejemplo 5: Derivatizacion de un depsipéptido ciclico de la invencion

A una disolucién de 75 mg (0,081 mmol) de depsipéptido ciclico (Il) en 5 ml de 1-PrOH se le afiadieron 30 ul de
acido sulfdrico y se agité la mezcla de reaccion durante 48 horas a ta. Para el tratamiento final, se diluy6 la mezcla
de reaccion con cloruro de metileno y se lavé con disolucion sat. de bicarbonato. Tras secar la fase organica sobre
sulfato de sodio se elimin6 el disolvente y se purificé el residuo obtenido mediante cromatografia sobre gel de silice
(cHex/EtOAc (1:1) + el 10% de MeOH). Rendimiento: 65 mg (83%) de un derivado del depsipéptido ciclico (Il) en el
gue Ahp se habia convertido en un 1-propil-cetal-Ahp.

Ejemplo 6: Derivatizacion de un depsipéptido ciclico de la invencion

A una disolucion de 75 mg (0,081 mmol) de depsipéptido ciclico (Il) en 5 ml de 1-octilOH se le afiadieron 30 pl de
acido sulfarico y se agit6 la mezcla de reaccion durante 48 horas a ta. Para el tratamiento final se diluy6 la mezcla de
reaccion con cloruro de metileno y se lavd con disolucion sat. de bicarbonato. Tras secar la fase organica sobre
sulfato de sodio se eliminé el disolvente y se purifico el residuo obtenido mediante cromatografia sobre gel de silice
(cHex/EtOAc (1:1) + el 10% de MeOH). Rendimiento: 52 mg (62%) de un derivado del depsipéptido ciclico (Il) en el
gue Ahp se habia convertido en un 1-octil-cetal-Ahp.

Ejemplo 7: Derivatizaciéon de un depsipéptido ciclico de la invencion

Se enfrié una disolucién de 25 mg (0,027 mmol) de depsipéptido ciclico (Il) en 2 ml de diclorometano (MC) hasta
0°C. Entonces se afiadieron DIEA y anhidrido del acido trifluoroacético (TFAA). Se calent6 lentamente la mezcla de
reaccion hasta temperatura ambiente y se agité durante 4 horas adicionales. Para el tratamiento final se diluyo la
mezcla de reaccion con MC y se lavo con acido clorhidrico y disolucion sat. de bicarbonato. Tras secar sobre sulfato
de sodio se elimind el disolvente y se purifico el residuo obtenido mediante cromatografia sobre gel de silice
(cHex/EtOAc (1:1) + el 10% de MeOH). Rendimiento: 14 mg (57%) de un derivado del depsipéptido ciclico (Il) en el
gue la amida de A; se habia convertido en un nitrilo.
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Ejemplo 8: Derivatizacién de un depsipéptido ciclico de la invencion

A una disolucion de 1 g de depsipéptido ciclico (Il) en 300 ml de diclorometano/acetonitrilo (1:1) a -50°C se le
afnadieron lentamente 0,68 ml de eterato de trifluoruro de boro. Se dejé calentar la mezcla de reaccién hasta -20°C.
Después se afiadieron lentamente 0,68 ml adicionales de eterato de trifluoruro de boro, se mantuvo la mezcla de
reaccion a esta temperatura hasta que ya no pudo observarse material de partida (HPLC). Después se verti6 la
mezcla de reaccion en una disolucion saturada de NaHCOs, y se extrajo con acetato de etilo. Se secé la fase
organica sobre sulfato de sodio y se elimind el disolvente a vacio proporcionando un derivado del depsipéptido
ciclico (1) en el que Ahp se habia convertido en 3-amino-3,4-dihidro-1H-piridin-2-ona.

Se disolvié el material bruto en 400 ml de 2-propanol, se afiadieron 115 mg de Pd/C (al 10%) y se hidrogend la
mezcla a presion atmosférica hasta que se consumio el material de partida (HPLC). Se purificé el residuo obtenido
mediante cromatografia (SiO2; cHex/EtOAc (1:1) + el 10% de MeOH) proporcionando 684 mg del depsipéptido
ciclico (1) en el que Ahp se habia convertido en 3-amino-2-piperidona.
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REIVINDICACIONES

1. Depsipéptido ciclico que tiene la estructura de la formula (1):

'.i» A4 AS 1?6
X—Ar—A;——0—A,

A

en la que el enlace éster se encuentra entre el grupo carboxilo de A7 y el grupo hidroxilo de Az,
en la que Xy A; son cada uno independientemente opcionales,

y en la que

X es cualquier residuo quimico;

A1 es un amino&cido convencional;

A es treonina o serina o 5-metilhidroxiprolina;

As es un aminoéacido convencional no basico o derivado del mismo, o un aminoacido no convencional no basico, en
el que el derivado de aminoécido convencional no basico se selecciona de un derivado de O-alquilo, O-arilo, O-acilo,
S-alquilo, S-arilo, S-S-alquilo, alcoxicarbonilo, O-carbonil-alcoxilo, carbonato, O-carbonil-ariloxilo, O-carbonil-
alquilamino, O-carbonil-arilamino, N-alquilo, N-dialquilo, N-trialquilamonio, N-acilo, N-carbonil-alcoxilo, N-carbonil-
ariloxilo, N-carbonil-alquilamino, N-carbonil-arilamino, N-sulfonilalquilo o N-sulfonilarilo;

A4 es Ahp, deshidro-AHP o prolina;

As es isoleucina, leucina, fenilalanina, prolina, treonina o valina;

As es alanina, fenilalanina, triptéfano, tirosina o un derivado de tirosina de los mismos, en el que el derivado de
tirosina se selecciona de un derivado de O-alquilo, O-arilo, O-heteroarilo, O-acilo, O-POsH u O-SOzH o de un
derivado que esta halogenado, en la posicién orto o meta;

A7 es leucina, isoleucina o valina;

en la que el atomo de nitrégeno del enlace amida entre As y As puede estar sustituido con un metilo;
en la que Ahp es 3-amino-6-hidroxi-2-piperidona;

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

para su uso como medicamento para tratar una enfermedad dependiente de calicreina 7.

2. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento segun la reivindicacion 1, en los que X es H o un residuo
acilo.

3. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento segun la reivindicacion 1 6 2, en los que X es
CH3CH,CH(CH3)CO, (CH3),CHCH,CO o (CH3),CHCO.

4. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento segun la reivindicacion 1, seleccionados de
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Férmula (1) Férmula (1V)

WO HO

©,
W%I(\«o jae

MH

Férmula (V) Férmula (1X) o

HyN o

Férmula (X).

5. Depsipéptido ciclico para su uso como medlcamento segun la reivindicacion 1 con un espectro de '"H-RMN segun
el mostrado en la figura 1 y un espectro de **C-RMN segun el mostrado en la figura 2.

6. Depsipéptido ciclico de formula (ll1)

31



ES 2527298 T3

para su uso como medicamento segun la reivindicacion 1.

7. Depsipéptido ciclico de formula (V)

HO

5 para su uso como medicamento segun la reivindicacion 1.

8. Depsipéptido ciclico de formula (V)

-
o o} A N
N ~
H
e}
H,N o]
HO

para su uso como medicamento segun la reivindicacion 1.

9. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento seguln la reivindicacion 1, seleccionados de

Nombre del compuesto Numero CAS
Cianopeptolina 1021 914606-83-0
Cianopeptolina 993 914606-81-8
Cianopeptolina 1063 912460-67-4
Largamida F 911297-58-0
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Nombre del compuesto Numero CAS
Largamida E 911297-57-9
Largamida D 911297-56-8
Cianopeptolina 954 866718-63-0
sin nombre 861388-86-5
sin nombre 848891-15-6
sin nombre 848888-25-5
sin nombre 848780-62-1
sin nombre 848780-61-0
Cianopeptolina 963A 790300-44-6
sin nombre 685502-64-1
Planctopeptina BL 1061 | 637300-26-6
Planctopeptina BL 843 637300-24-4
Planctopeptina BL 1125 | 637300-22-2
Tasipeptina B 546123-47-1
Tasipeptina A 546123-46-0
Nostopeptina BN920 501903-96-4
Scyptolina A 403479-62-9
sin nombre 370867-67-7
sin nombre 370867-66-6
Micropeptina SD 1002 344939-97-5
Micropeptina SD 979 344939-95-3
Oscilapeptilida 97B 264909-20-8
Oscilapeptilida 97A 264909-19-5
Micropeptina T 1 249730-25-4
Micropeptina SF 909 248582-49-2
Micropeptina 103 190771-26-7
Nostopeptina B 185980-89-6
Oscilapeptina G 172548-91-3
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Nombre del compuesto Numero CAS

Microcistilida A 157242-32-5

Aeruginopeptina 917S-C | 157203-82-2

Aeruginopeptina 228A 152510-33-3

Aeruginopeptina 95A 152510-31-1

Aspergilicina E 630410-95-6
Aspergilicina D 630410-94-5
Aspergilicina C 630410-92-3
Aspergilicina B 630410-90-1
Aspergilicina A 630410-89-8
Ictiopeptina A 946828-32-6
Ictiopeptina B 946828-33-7
Micropeptina T20 224947-46-0

10. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento para tratar una enfermedad dependiente de calicreina 7
seleccionados del compuesto segun la reivindicacion 5, en el que Ahp se ha convertido en un 1-propil-cetal-Ahp; el
compuesto segun la reivindicacion 5, en el que Ahp se ha convertido en un 1-octil-cetal-Ahp; el compuesto segun la
reivindicacion 5, en el que la amida de A; se ha convertido en un nitrilo; o el compuesto segun la reivindicacion 5, en
el que Ahp se ha convertido en 3-amino-3,4-dihidro-1H-piridin-2-ona; en el que Ahp es 3-amino-6-hidroxi-2-
piperidona.

11. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento para tratar una enfermedad dependiente de calicreina 7
seleccionados de

Nombre del compuesto Numero CAS
Lingbiastatina 4 928202-70-4
Micropeptina KT946 925421-06-3
Largamida G 911297-59-1
Micropeptina 88Y 844636-95-9
Micropeptina 88N 844636-94-8
sin nombre 500145-57-3
Scyptolina B 403479-63-0
sin nombre 370867-65-5
Somamida B 350811-52-8
Oscilapeptina E 239088-24-5
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Nombre del compuesto Numero CAS
Oscilapeptina D 239088-21-2
Oscilapeptina C 239088-18-7
Oscilapeptina B 239088-16-5
Nostopeptina D 227930-54-3
Nostopeptina C 227930-53-2
Nostopeptina J 227930-51-0
Nostopeptina | 227930-50-9
Nostopeptina F 227930-47-4
Nostopeptina E 227930-46-3
Simplostatina 2 225915-64-0
Derivado de micropeptina 88D | 208040-93-1
Triacetato de micropeptina 88D | 208040-91-9
Micropeptina 88F 208040-86-2
Micropeptina 88E 208040-84-0
Micropeptina 88D 208040-82-8
Micropeptina 88C 208040-80-6
Micropeptina 88B 208040-78-2
Micropeptina 88A 208040-76-0
Nostociclina 181622-50-4
Anabaenopeptilida 202B 173450-69-6
Anabaenopeptilida 90B 173450-68-5
Anabaenopeptilida 202a 173429-63-5
Anabaenopeptilida 90A 173429-62-4
Oscilapeptina A 167172-72-7
Nostopeptina A 157744-21-3
Aeruginopeptina 917S-B 157231-94-2
Aeruginopeptina 228B 152510-34-4
Aeruginopeptina 95B 152510-32-2
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Nombre del compuesto Numero CAS
Dolastatina 13 120231-23-4
Derivado de dolastatina 13 120231-24-5
Derivado de dolastatina 13 125310-66-9
Nostopeptina K 227930-52-1
Nostopeptina H 227930-49-6
Nostopeptina G 227930-48-5
Lingbiastatina 5 957130-98-2
Lingbiastatina 6 957130-99-3
Lingbiastatina 7 957131-00-9

Cianopeptolina 1138

1009081-69-9

sin nombre

957187-61-0

12. Depsipéptidos ciclicos para su uso como medicamento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, 10 u 11,
prurigo nodular, psoriasis pustular, y cancer, en

para tratar a un sujeto que padece dermatosis pruriticas tales como
particular cancer de ovarios.

13. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de un depsipéptido ciclico, o derivado del mismo, segin
de un medicamento para el tratamiento de una

cualquiera de las reivindicaciones 1-9, 10 u 11, para la fabricacion
enfermedad dependiente de calicreina 7.

14. Uso segun la reivindicacion 13, en el que la enfermedad dependiente de calicreina 7 se selecciona del grupo
gue consiste en dermatosis pruriticas tales como prurigo nodular, psoriasis pustular, y cancer, en particular cancer

de ovarios.
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Figura 6
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Figura 8
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