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DESCRIPCION
Compuesto macrociclico y métodos para su produccion
Introduccion

La presente invencién se refiere a un analogo de sangliferina, que es util tanto como inhibidor de ciclofilina, por
ejemplo en el tratamiento de una infeccion viral producida por virus tales como el virus de la hepatitis C (VHC), el
virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y/o como inmunosupresor por ejemplo
para su uso en la profilaxis de rechazo de trasplantes, y como agente antiinflamatorio, por ejemplo para su uso en
trastornos inflamatorios. La presente invencién también proporciona el compuesto para su uso en métodos en
medicina, en particular para el tratamiento de una infeccion por VHC o VIH y para su uso como agente
inmunosupresor o antiinflamatorio, en enfermedades en las que es (util la inhibicion del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (mPTP) tal como distrofia muscular o como producto intermedio en la generacion de
otros compuestos Utiles en medicina.

Antecedentes de lainvenciéon
Hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus ARN de cadena positiva, y su infeccion es la principal causa de hepatitis
tras una transfusion. El VHC es la infeccion cronica portada por la sangre mas comin y es la principal causa de
muerte por enfermedad hepdatica en los Estados Unidos. La Organizacién Mundial de la Salud estima que hay mas
de 170 millones de portadores cronicos de infeccion por VHC, lo que constituye aproximadamente el 3% de la
poblacion mundial. Entre los pacientes infectados por VHC no tratados, aproximadamente el 70%-85% desarrollan
infeccion crénica por VHC, y por tanto estidn en alto riesgo de desarrollar cirrosis hepatica y carcinoma
hepatocelular. En los paises desarrollados, el 50-76% de todos los casos de cancer hepatico y dos tercios de los
trasplantes de higado se deben a infeccién crénica por VHC (Manns et al, 2007).

Ademas de las enfermedades hepaticas, los pacientes infectados de manera crénica también pueden desarrollar
otras enfermedades cronicas relacionadas con el VHC, y sirven como fuente de transmisién a otros. La infeccién por
VHC produce complicaciones no hepaticas tales como artralgias (dolor articular), exantema cutaneo y dafio a
organos internos, principalmente al rifion. La infeccién por VHC representa una importante carga para la atencion
sanitaria global, y actualmente no hay ninguna vacuna disponible para la hepatitis C (Strader et al., 2004; Jacobson
et al. 2007; Manns et al., 2007; Pawlotsky, 2005; Zeuzem & Hermann, 2002).

Tratamiento del VHC

El tratamiento de referencia (standard of care, SoC) actual son inyecciones subcutédneas de interferon-a pegilado
(pIFNo) y dosificacion oral del farmaco antiviral ribavirina durante un periodo de 24-48 semanas. El éxito en el
tratamiento se define por una respuesta virolégica sostenida (SVR), que se define por la ausencia de ARN de VHC
en el suero al final del periodo de tratamiento y 6 meses después. Las tasas de respuesta global a SoC dependen
principalmente del genotipo y los niveles de ARN de VHC antes del tratamiento. Es mas probable que los pacientes
con genotipo 2 y 3 respondan a SoC que los pacientes infectados con el genotipo 1 (Melnikova, 2008; Jacobson et
al., 2007).

Un namero significativo de pacientes con VHC no responden adecuadamente al tratamiento SoC, o no pueden
tolerar la terapia debido a efectos secundarios, lo que conduce a problemas frecuentes relacionados con la
finalizacion del ciclo completo. La tasa de SVR clinica global de SoC es so6lo de aproximadamente el 50%
(Melnikova, 2008). El desarrollo de resistencia es otro factor subyacente para el fracaso del tratamiento (Jacobson et
al. 2007). El SoC también esta contraindicado en algunos pacientes que no se consideran candidatos para el
tratamiento, tales como pacientes con episodios significativos pasados de depresion o enfermedad cardiaca. Los
efectos secundarios del SoC, que conducen frecuentemente a interrupcion del tratamiento, incluyen enfermedad
seudogripal, fiebre, fatiga, enfermedad hematolégicas, anemia, leucopenia, trombocitopenia, alopecia y depresion
(Manns et al., 2007).

Considerando los efectos secundarios asociados con los prolongados tratamientos usando SoC, el desarrollo de
resistencia y la tasa global de éxito por debajo del nivel 6ptimo, se necesitan urgentemente nuevos tratamientos mas
eficaces y mas seguros para el tratamiento de la infeccion por VHC. Los objetivos de los nuevos tratamientos
incluyen potencia mejorada, perfil de toxicidad mejorado, perfil de resistencia mejorado, calidad de vida mejorada y
la mejora resultante en el cumplimiento de los pacientes. El VHC tiene un ciclo de vida corto y por tanto es comun el
desarrollo de resistencia a farmacos durante la terapia farmacologica.

Se esta desarrollando una terapia antiviral dirigida especificamente para la hepatitis C (STAT-C) novedosa, también

conocida como farmacos antivirales de accion directa (DAA) que selecciona como diana proteinas virales tales como
la ARN polimerasa viral NS5B o la proteasa viral NS3 (Jacobson et al, 2007; Parfieniuk et al., 2007). Ademas,
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también se estdn desarrollando compuestos novedosos que seleccionan como diana proteinas humanas (por
ejemplo ciclofilinas) en lugar de dianas virales, lo que podria esperarse que conduciria a una reduccion en la
incidencia de resistencia durante la terapia farmacolégica (Manns et al., 2007; Pockros, 2008; Pawlotsky J-M, 2005).

Inhibidores de ciclofilina

Las ciclofilinas (CyP) son una familia de proteinas celulares que desempefian una actividad peptidil-prolil cis-trans
isomerasa que facilita los cambios conformacionales y el plegamiento de la proteina. Las CyP estan implicadas en
procesos celulares tales como regulacion de la transcripcion, respuesta inmunitaria, secrecion de proteinas y funcion
mitocondrial. El virus VHC recluta CyP para su ciclo de vida durante la infeccion de seres humanos. Originalmente,
se penso que las CyP estimulan la actividad de union al ARN de la proteina no estructural del VHC ARN polimerasa
NS5B que promueve la replicacion del ARN, aunque se han propuesto varias hip6tesis alternativas incluyendo una
necesidad de la actividad PPlasa de CyP. Se cree que diversas isoformas de CyP, incluyendo A y B, estan
implicadas en el ciclo de vida del VHC (Yang et al., 2008; Appel et al., 2006; Chatterji et al., 2009; Gaither et al.,
2010). La capacidad para generar desactivaciones en células T de ratones (Colgan et al., 2000) y seres humanos
(Braaten y Luban, 2001) indica que CyPA es opcional para el crecimiento y la supervivencia celulares. Se han
observado resultados similares con la alteracion de homélogos de CyPA en bacterias (Herrler et al., 1994),
Neurospora (Tropschug et al., 1989) y Saccharomyces cerevisiae (Dolinski et al. 1997). Por tanto, la inhibicién de
CyP representa un objetivo en el huésped novedoso y atractivo para tratar la infeccion por VHC, y una posible nueva
adicion a SoC o STAT-C/farmacos DAA, con el objetivo de aumentar la SVR, prevenir la aparicién de resistencia y
disminuir los efectos secundarios del tratamiento.
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Se sabe que la ciclosporina A (Inoue et al. 2003) (“CsA”) y sus analogos clinicos no inmunosupresores
estructuralmente relacionados de manera estrecha DEBIO-025 (Paeshuyse et al. 2006; Flisiak et al. 2008), NIM811
(Mathy et al. 2008) y SCY-635 (Hopkins et al., 2009) se unen a las ciclofilinas, y como inhibidores de ciclofilina han
mostrado eficacia in vitro y clinica en el tratamiento de la infeccién por VHC (Crabbe et al., 2009; Flisiak et al. 2008;
Mathy et al. 2008; Inoue et al., 2007; Ishii et al., 2006; Paeshuyse et al., 2006). Aunque estudios de resistencia
anteriores en CsA mostraron mutaciones en la ARN polimerasa NS5B de VHC y sugirieron que solo la ciclofilina B
estaria implicada en el proceso de replicaciéon del VHC (Robida et al., 2007), estudios recientes han sugerido un
papel esencial para la ciclofilina A en la replicacion del VHC (Chatterji et al. 2009; Yang et al., 2008). Considerando
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que las mutaciones en la proteina viral NS5A también estan asociadas con la resistencia a CsA y que NS5A
interacciona tanto con CyPA como con CypB para su actividad peptidil-prolil cis/trans isomerasa (PPlasa) especifica,
se sugiere adicionalmente un papel para ambas ciclofilinas en el ciclo de vida viral (Hanoulle et al., 2009).

El efecto anti-VHC de los analogos de ciclosporina es independiente de la propiedad inmunosupresora, que es
dependiente de calcineurina. Esto indicé que la necesidad esencial para la actividad de VHC es la union de CyP y
gue no es necesaria la union de calcineurina. DEBIO-025, el inhibidor de ciclofilina clinicamente mas avanzado para
el tratamiento del VHC, ha mostrado potencia in vitro e in vivo contra los cuatro genotipos mas prevalentes de VHC
(genotipos 1, 2, 3y 4). Estudios de resistencia mostraron que las mutaciones que conferian resistencia a DEBIO-025
eran diferentes de las notificadas para inhibidores de polimerasa y proteasa, y que no habia resistencia cruzada con
replicones virales resistentes a STAT-C/DAA. Y lo que es mas importante, DEBIO-025 también prevenia el
desarrollo de mutaciones de escape que confieren resistencia a inhibidores tanto de proteasa como de polimerasa
(Crabbe et al., 2009).

Sin embargo, los inhibidores de ciclofilina basados en CsA en desarrollo clinico presentan varios problemas, que se
cree que estan relacionados con su clase estructural compartida, incluyendo: determinados acontecimientos
adversos que pueden conducir a una retirada de la terapia y han limitado los niveles de dosis clinicos;
farmacocinética variable que puede conducir a eficacia variable; y un aumento del riesgo de interacciones farmaco-
farmaco que pueden conducir a problemas de dosificacion.

Los acontecimientos adversos (AA) que se produjeron con mas frecuencia en pacientes que recibieron DEBIO-025
incluyeron ictericia, dolor abdominal, vomitos, fatiga y pirexia. Los AA mas importantes clinicamente fueron
hiperbilirrubinemia y reduccion en el recuento de plaquetas (trombocitopenia). Peg-IFN puede producir
trombocitopenia profunda y la combinacion con DEBIO-025 podria representar un problema clinico significativo.
También se ha descrito tanto un aumento en la bilirrubina como una disminucion en las plaguetas en estudios
clinicos anteriores con NIM-811 (Ke et al., 2009). Aunque la hiperbilirrubinemia observada durante los estudios
clinicos con DEBIO-025 se revirti6 tras el cese del tratamiento, fue la causa de abandono del tratamiento en 4 de 16
pacientes, y una reduccion en los niveles de dosis para ensayos futuros. Puesto que el efecto anti-viral de los
inhibidores de ciclofilina en VHC esta relacionado con la dosis, una reduccién en la dosis ha conducido a una
reduccion en el efecto anti-viral, y varios ensayos posteriores con inhibidores de ciclofilina basados en CsA han
mostrado ausencia de reducciones o reducciones escasas en la carga viral de VHC cuando se administra como
monoterapia (Lawitz et al., 2009; Hopkins et al., 2009; Nelson et al., 2009). Se sabe que DEBIO-025 y ciclosporina A
son inhibidores de transportadores biliares tales como bombas de exportacion de sales biliares y otros
transportadores hepaticos (especialmente OAT1B1/OAT1B3/MRP2/MRP3/cMOAT/ABCC?2) (Crabbe et al., 2009). Se
ha sugerido que la interaccidon con transportadores biliares, en particular MRP2, puede ser la causa de la
hiperbilirrubinemia observada a altos niveles de dosis de DEBIO-025 (Nelson et al., 2009, Wring et al., 2010). Las
interacciones farmaco-farmaco (DDI) relacionadas con la clase de CsA a través de la inhibicion de otros
transportadores de farmacos tales como glicoproteina P (Pgp/MDR1), BSEP, OAT1B1 y OAT1B3 (Konig et al., 2010)
también pueden constituir una preocupacion, limitando potencialmente determinadas combinaciones y uso en
algunos pacientes que se someten a tratamiento para coinfecciones tales como VIH (Seden et al., 2010).

Ademas, DEBIO-025 y ciclosporina A son sustratos para el metabolismo mediado por el citocromo P450
(especialmente CYP3A4), y se sabe que son sustratos e inhibidores de la glicoproteina P humana (MDR1) (Crabbe
et al., 2009). También se ha mostrado que la ciclosporina A es un inhibidor de CYP3A4 in vitro (Niwa et al., 2007).
Esto indica que podria haber un aumento del riesgo de interacciones farmaco-farmaco con otros farmacos que son
sustratos, inductores o inhibidores de CYP3A4 tales como por ejemplo ketoconazol, cimetidina y rifampicina.
Ademas, también se esperan interacciones con farmacos que se someten a transporte por la glicoproteina P (por
ejemplo digoxina), lo que podria producir graves interacciones farmaco-farmaco en pacientes con VHC que reciben
tratamientos médicos por otras enfermedades concomitantes (Crabbe et al. 2009). También se sabe que la CsA
tiene farmacocinética altamente variable, mostrando las formulaciones iniciales biodisponibilidad oral del 1-89%
(Kapurtzak et al., 2004). Sin una cara monitorizacion de los niveles en sangre de los pacientes, esto puede conducir
a una prevalencia aumentada de efectos secundarios debido a niveles en plasma aumentados, 0 a una respuesta
clinica reducida debido a niveles en plasma disminuidos.

Considerando que la inhibicién de ciclofilinas representa un nuevo enfoque prometedor para el tratamiento del VHC,
existe la necesidad de descubrir y desarrollar inhibidores de CyP mas potentes y mas seguros para su uso en
terapia de combinacién contra infeccién por VHC.

Sangliferinas

La sangliferina A (SfA) y sus congéneres naturales pertenecen a una clase de policétidos/péptidos no ribosémicos
mixtos, producidos por Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM 9954) (véase el documento WO
97/02285), que se descubrieron originalmente basandose en su alta afinidad por ciclofilina A (CyPA). SfA es el
componente mas abundante en caldos de fermentacion y presenta una afinidad aproximadamente 20 veces superior
para CyPA en comparacion con CsA. Esto ha conducido a sugerir que las sangliferinas podrian ser Utiles para el
tratamiento del VHC (documento WO2006/138507). También se ha mostrado que las sangliferinas presentan una
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actividad inmunosupresora inferior que CsA cuando se someten a prueba in vitro (Sanglier et al., 1999; Fehr et al.,
1999). SfA se une con alta afinidad al sitio de unién a CsA de CyPA (Kallen et al., 2005).

Sangliferina A, 5 Hidroximacrociclo, 6

Sangliferina B, 7
Biosintesis de sangliferinas

Las sangliferinas se biosintetizan por una policétido sintasa (PKS)/péptido sintetasa no ribosémica (NRPS) mixta
(véase el documento W02010/034243). La estructura principal de macrélido de 22 miembros consiste en una
cadena carbonada de policétido y una cadena tripeptidica. La cadena peptidica consiste en un aminoacido natural,
valina, y dos aminoacidos no naturales: (S)-meta-tirosina y (S)-acido piperazico, unidos mediante un enlace amida.
Se cree que la hidroxilacion de fenilalanina (o bien in situ en la NRPS o bien antes de la biosintesis) para generar
(S)-meta-tirosina se produce a través del producto génico de sfaA.

Accion inmunosupresora de las sangliferinas

El mecanismo de accion inmunosupresor de SfA es diferente del de otros farmacos inmunosupresores de union a
inmunofilina conocidos tales como CsA, FK506 y rapamicina. SfA no inhibe la actividad fosfatasa de la calcineurina,
la diana de CsA (Zenke et al. 2001), en cambio su actividad inmunosupresora se ha atribuido a la inhibicién de la
interleucina-6 (Hartel et al., 2005), la interleucina-12 (Steinschulte et al., 2003) y la inhibicién de la proliferacion de
células T dependiente de interleucina-2 (Zhang & Liu, 2001). Sin embargo, hasta ahora se desconocen la diana
molecular y el mecanismo a través del cual SfA ejerce su efecto inmunosupresor.

La estructura molecular de SfA es compleja y se cree que su interaccion con CyPA estd mediada en gran medida
por la parte macrociclica de la molécula. De hecho, un compuesto macrociclico (hidroximacrociclo) derivado de la
escision oxidativa de SfA ha mostrado fuerte afinidad por CyPA (Sedrani et al., 2003). Los datos de estructura
cristalina por rayos X han mostrado que el hidroximacrociclo se une al mismo sitio activo de CyPA que CsA.
También se ha mostrado previamente que analogos basados en el resto macrociclo de SfA estan desprovistos de
propiedades inmunosupresoras (Sedrani et al., 2003), proporcionando la oportunidad para disefiar inhibidores de
CyP no inmunosupresores para su uso potencial en terapia contra VHC.

En oposicién a esto, también existe la oportunidad de desarrollar agentes inmunosupresores con baja toxicidad para
Su uso en areas tales como la profilaxis de rechazo de trasplantes, trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y
respiratorios, incluyendo pero sin limitarse a, enfermedad de Crohn, sindrome de Behcet, uveitis, psoriasis,
dermatitis atépica, artritis reumatoide, sindrome nefritico, anemia aplasica, cirrosis biliar, asma, fibrosis pulmonar,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y enfermedad celiaca. Se ha mostrado que las sangliferinas
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tienen un mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora (Zenke et al., 2001), actuando potencialmente a
través de quimiocinas de células dendriticas (Immecke et al., 2011), y por tanto existe la oportunidad de desarrollar
agentes con un mecanismo de accion diferente a los agentes clinicos actuales, tales como ciclosporina A,
rapamicina y FK506. Se ha mostrado que la sangliferina A es 10 veces menos potente que la ciclosporina A, por lo
gue el agente novedoso ideal tendria potencia y/o ventana terapéutica mejoradas.

Otros usos terapéuticos de inhibidores de ciclofilina
Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

Los inhibidores de ciclofilina, tales como CsA y DEBIO-025 también han mostrado utilidad potencial en la inhibicion
de la replicacion del VIH. Se cree que los inhibidores de ciclofilina interfieren con la funcion de CyPA durante la
progresion/finalizacion de la transcripcion inversa del VIH (Ptak et al., 2008). Sin embargo, cuando se sometieron a
prueba clinicamente, DEBIO-025 s6lo redujo los niveles de ARN de VIH-1 20,5 y >1 log10 copias/ml en nueve y dos
pacientes respectivamente, mientras que 27 de los pacientes tratados no mostraron reduccion en los niveles de ARN
de VIH-1 (Steyn et al., 2006). Tras esto, se sometié a ensayo DEBIO-025 en pacientes coinfectados por VHC/VIH y
mostré mejor eficacia contra VHC, y se interrumpieron los ensayos clinicos de VIH (véase Watashi et al., 2010).

Tratamiento del VIH

Mas de 30 millones de personas estan infectadas por VIH-1 en todo el mundo, con 3 millones de casos nuevos cada
afo. Las opciones de tratamiento han mejorado espectacularmente con la introduccion de la terapia antirretroviral
altamente activa (HAART) (Schopman et al.,, 2010). Hacia 2008, se habian autorizado casi 25 farmacos
antirretrovirales para el tratamiento del VIH-1, incluyendo nueve inhibidores nucledsidos de la transcriptasa inversa
(NRTI), cuatro inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa (NNRTI), nueve inhibidores de proteasa (PI), un
inhibidor de fusién, un inhibidor de CCR5 y un inhibidor de integrasa (Shafer y Schapiro, 2008). Sin embargo,
ninguno de estos regimenes actuales conduce a aclaramiento viral completo, pueden conducir a efectos secundarios
graves Y la resistencia antiviral es todavia una preocupacion importante. Por tanto, sigue habiendo la necesidad de
nuevas terapias antivirales, especialmente en clases de mecanismos de accion en las que no hay farmacos
aprobados, tal como es el caso para inhibidores de ciclofilina.

Virus de la hepatitis B

La hepatitis B es un virus ADN de la familia Hepadnaviridae, y es el agente causante de la hepatitis B. A diferencia
de los casos con VHC y VIH, ha habido muy pocos informes publicados de la actividad de inhibidores de ciclofilina
contra el virus de la hepatitis B. Ptak et al. 2008 han descrito una débil actividad de Debio-025 contra VHB (CI50 de
4,1 uM), mientras que Xie et al., 2007 describieron cierta actividad de CsA contra VHB (CI50 >1,3 pg/ml). Esto es en
contraste con VIH y VHC, donde hay numerosos informes de actividad antiviral nanomolar de inhibidores de
ciclofilina.

Tratamiento del VHB

El VHB infecta hasta 400 millones de personas en todo el mundo y es una causa principal de hepatitis viral crénica y
carcinoma hepatocelular. En 2008, habia seis farmacos autorizados para el tratamiento del VHB; interferén alfa e
interferén alfa pegilado, tres analogos de nucledsido (lamivudina, entecavir y telbivudina) y un analogo de nucleétido
(adefovir dipivoxil). Sin embargo, debido a las altas tasas de resistencia, a la escasa tolerancia y a los posibles
efectos secundarios, se necesitan nuevas opciones terapéuticas (Ferir et al., 2008).

Inhibicién del poro de transiciéon de permeabilidad mitocondrial (MPTP)

La apertura de los poros de transicion de permeabilidad de alta conductancia en mitocondrias inicia el comienzo de
la transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT). Este es el acontecimiento causante, que conduce a necrosis y
apoptosis en hepatocitos tras estrés oxidativo, toxicidad de Ca2+ e isquemia/reperfusion. Se ha mostrado que la
inhibicion de la ciclofilina D (también conocida como ciclofilina F) por inhibidores de ciclofilina bloquea la apertura de
los poros de transicién de permeabilidad y protege de la muerte celular tras este estrés. Los inhibidores de ciclofilina
D pueden ser Utiles por tanto en indicaciones en las que esta implicada la apertura de mPTP, tal como distrofia
muscular, en particular distrofia muscular congénita de Ullrich y miopatia de Bethlem (Millay et al., 2008, documento
W02008/084368, Palma et al., 2009), esclerosis multiple (Forte et al., 2009), diabetes (Fujimoto et al., 2010),
esclerosis lateral amiotréfica (Martin 2009), trastorno bipolar (Kubota et al., 2010), enfermedad de Alzheimer (Du y
Yan, 2010), enfermedad de Huntington (Perry et al., 2010), recuperacion tras infarto de miocardio (Gomez et al.,
2007) y consumo de alcohol crénico (King et al., 2010).

Otros usos terapéuticos

Los inhibidores de ciclofilina tienen actividad potencial contra, y por tanto en el tratamiento de, infecciones de otros
virus, tales como el virus de la varicela-z6ster (Ptak et al., 2008), virus influenza A (Liu et al., 2009), coronavirus del
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sindrome respiratorio agudo grave y otros coronavirus humanos y felinos (Chen et al., 2005, Ptak et al., 2008), virus
del dengue (Kaul et al., 2009), virus de la fiebre amarilla (Qing et al., 2009), virus del Nilo occidental (Qing et al.,
2009), virus de la encefalitis equina occidental (Qing et al., 2009), citomegalovirus (Kawasaki et al., 2007) y virus
vaccinia (Castro et al., 2003).

También hay informes de utilidad de inhibidores de ciclofilina e inhibicion de ciclofilina en otras areas terapéuticas,
tal como en cancer (Han et al., 2009).

Comentarios generales sobre las sangliferinas

Uno de los problemas en el desarrollo de farmacos de compuestos tales como sangliferinas es el rapido
metabolismo y la glucuronidacion, que conducen a baja biodisponibilidad oral. Esto puede conducir a una posibilidad
aumentada de efecto de los alimentos, liberacién incompleta mas frecuente de la forma farmacéutica y variabilidad
entre pacientes superior.

Por tanto sigue habiendo la necesidad de identificar inhibidores de ciclofilina novedosos, que pueden tener utilidad,
particularmente en el tratamiento de infeccion por VHC, pero también en el tratamiento de otras areas de
enfermedad en las que puede ser util la inhibicién de ciclofilinas, tal como infeccion por VIH, distrofia muscular o
ayuda en la recuperacion tras infarto de miocardio o cuando es Util el efecto de inmunosupresién o antiinflamatorio.
Preferiblemente, tales inhibidores de ciclofilina tienen propiedades mejoradas con respecto a los inhibidores de
ciclofilina disponibles actualmente, incluyendo una o mas de las propiedades siguientes: semivida mas larga o
biodisponibilidad oral aumentada, posiblemente a través de glucuronidacion reducida y/o metabolismo por P450
reducido, solubilidad en agua mejorada, potencia mejorada contra VHC, toxicidad (incluyendo hepatotoxicidad)
reducida, perfil farmacolégico mejorado, tal como alta exposicién al 6rgano diana (por ejemplo, el higado en el caso
de VHC) y/o semivida larga (que permite la dosificacion menos frecuente), interacciones farmaco-farmaco reducidas,
tal como a través de niveles reducidos de metabolismo por CYP3A4 e inhibicién e inhibicién reducida (Pgp) (que
permite combinaciones de multiples farmacos mas faciles) y perfil de efectos secundarios mejorado, tal como baja
union a MRP2, que conduce a una posibilidad reducida de hiperbilirrubinemia, efecto inmunosupresor inferior,
actividad mejorada contra especies de virus resistentes, en particular especies de virus resistentes a CsA y analogos
de CsA (por ejemplo DEBIO-025) y un indice terapéutico (y/o selectividad) superior. La presente invencion da a
conocer un analogo de sangliferina novedoso que puede tener una o mas de las propiedades anteriores. En
particular, la presente invencion da a conocer un analogo de sangliferina mutasintético novedoso, que se prevé que
tiene metabolismo reducido a través de P450 o glucuronidacion, por ejemplo tal como se muestra mediante semivida
de microsoma aumentada y/o potencia mejorada reducida contra VHC, por ejemplo tal como se muestra por una
CEso de replicon baja.

Ademas, también existe la necesidad de desarrollar un agente inmunosupresor novedoso, que puede tener utilidad
en la profilaxis de rechazo de trasplantes, o en el tratamiento de trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y
respiratorios. Preferiblemente, un inmunosupresor de este tipo tendra propiedades mejoradas con respecto a las
sangliferinas naturales conocidas, incluyendo una o mas de las propiedades siguientes: semivida mas larga o
biodisponibilidad oral aumentada, posiblemente a través de glucuronidacion reducida y/o metabolismo por P450
reducido, solubilidad en agua mejorada, potencia mejorada en actividad inmunosupresora, tal como podria
observarse en ensayos de proliferacion de células T, toxicidad (incluyendo hepatotoxicidad) reducida, perfil
farmacolégico mejorado, tal como alta exposicién al érgano diana y/o semivida larga (que permite la dosificacion
menos frecuente), interacciones farmaco-farmaco reducidas, tal como a través de niveles reducidos de metabolismo
por CYP3A4 e inhibicién e inhibicion reducida (Pgp) (que permite combinaciones de mdltiples farmacos mas faciles)
y perfil de efectos secundarios mejorado. La presente invencién da a conocer un analogo de sangliferina novedoso
gue puede tener una o mas de las propiedades anteriores. En particular, la presente invencion da a conocer un
derivado novedoso, que tiene metabolismo reducido a través de P450 o glucuronidacion, por ejemplo tal como se
muestra mediante semivida de microsoma aumentada y/o potencia inmunosupresora mejorada, por ejemplo tal
como se muestra por una Clsg de proliferacion de células T baja.

Por tanto, tal como puede observarse a partir de los ejemplos, el compuesto de la invencién tiene las siguientes
propiedades terapéuticamente relevantes favorables:

- potencia antiviral mejorada contra VHC y VIH en comparacion con los inhibidores de ciclofilina de la técnica
anterior ciclosporina A, DEBIO-025 (alisporivir) y sangliferina A;

- aclaramiento reducido y exposicion oral aumentada en comparacién con el compuesto de la técnica anterior
sangliferina A;

- inhibicién mas potente de la actividad PPlasa de CypA en comparacion con los inhibidores de ciclofilina de la
técnica anterior ciclosporina A, DEBIO-025 (alisporivir) y sangliferina A;

- perfil de efectos secundarios mejorado e interacciones farmaco-farmaco reducidas tal como se demuestra
mediante la inhibicion reducida de transportadores de bilirrubina (OATP-1B1, OATP-1B3, MRP2 y MRP3) e
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inhibicion reducida de transportadores xenobioticos (Pgp y BSEP).
Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un analogo de sangliferina macrociclico novedoso, que se ha generado mediante
la modificacion semisintética de sangliferinas mutasintéticas. Este analogo puede generarse mediante la
dihidroxilacién de una sangliferina mutasintética, tal como se describe en la formula IIA y la férmula 1IB, seguido por
escision para generar el macrociclo aldehidico, seguido por quimica adicional, incluyendo reacciones de tipo Horner-
Emmons y otras reacciones de acoplamiento que implican un aldehido. Como resultado, la presente invencion
proporciona un analogo de sangliferina macrociclico, métodos para la preparacion de este compuesto, y métodos
para el uso de este compuesto en medicina 0 como producto intermedio en la produccion de otros compuestos.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invenciéon proporciona un analogo de sangliferina macrociclico segun la
férmula (1) a continuacioén, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

HO

Formula (1)

incluyendo cualquier tautdbmero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un
cetal mediante la combinacion del grupo ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.

La estructura anterior muestra un tautdbmero representativo y la invencion abarca todos los tautémeros del
compuesto de formula (1) por ejemplo un compuesto ceto en el que se ilustra un compuesto enol y viceversa.

Los tautémeros especificos que se incluyen dentro de la definicién de la férmula (I) son aquellos en los el que (i) el
grupo ceto en C-53 forma un hemicetal con el hidroxilo en C-15, o (ii) el hidroxilo en C-15 y C-17 puede combinarse
con el ceto en C-53 para formar un cetal. Todas las numeraciones usan el sistema para la estructura de sangliferina
A original.

El compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede estar presente opcionalmente
en forma de un solvato farmacéuticamente aceptable, tal como un hidrato.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un analogo de sangliferina macrociclico segun la férmula
(I) en forma cristalina sélida (forma I).

Definiciones

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o a mas de uno (es decir al
menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo “un analogo” significa un analogo o méas de
un anélogo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo(s)” se refiere a compuestos quimicos que son
estructuralmente similares a otro pero que difieren ligeramente en la composicién (como en la sustitucién de un
atomo por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular).

Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s)” se refiere a compuestos quimicos que son
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estructuralmente similares a sangliferina A pero que difieren ligeramente en la composicién (como en la sustitucion
de un atomo por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en particular los generados por la
fermentacién de Streptomyces sp. A92-308110. Los ejemplos incluyen los compuestos similares a sangliferina
comentados en los documentos W0O97/02285 y WO98/07743, tal como sangliferina B.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s) mutasintética(s)” o “analogo(s) de sangliferina
mutasintético(s)” se refiere a compuestos quimicos que son estructuralmente similares a sangliferina A, B, C o D
pero que difieren ligeramente en la composicion (como en la sustitucion de uno o mas atomos por otro o en
presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en particular, los generados por la fermentacion de
Streptomyces sp. A92-308110 o un mutante del mismo, cuando el cultivo se alimenta con un analogo de meta-
tirosina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo(s) de meta-tirosina” se refiere a compuestos
quimicos que son estructuralmente similares a meta-tirosina pero que difieren ligeramente en la composicién (como
en la sustitucion de uno o mas atomos por otro 0 en presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en
particular, los descritos en la formula (111).

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo macrociclico”, “analogo de sangliferina macrociclico”
o “sangliferina macrociclica”, se refiere a un compuesto mencionado antes como que representa la invencién en su
aspecto mas amplio, por ejemplo un compuesto segun la férmula (l) anterior, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. Estos compuestos también se denominan “compuestos de la invencion” o “derivados de sangliferina” o
“analogos de sangliferina” y estos términos se usan de manera intercambiable en la presente solicitud.

Tal como se usa en el presente documento, el término “VHC” se refiere a virus de la hepatitis C, un virus con
envuelta, ARN, monocatenario de la familia viral Flaviviridae.

Tal como se usa en el presente documento, el término “VIH" se refiere a virus de la inmunodeficiencia humana, el
agente causante del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida humana.

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodisponibilidad” se refiere al grado en el que o la tasa a la
que el farmaco u otra sustancia se absorbe o se hace disponible en el sitio de la actividad biolégica tras la
administracion. Esta propiedad depende de varios factores incluyendo la solubilidad del compuesto, la tasa de
absorcion en el intestino, el grado de union a proteinas y el metabolismo, etc. En el presente documento se
describen diversas pruebas para la biodisponibilidad que resultaran familiares para un experto en la técnica (véase
también Egorin et al. 2002).

El término “solubilidad en agua” tal como se usa en esta solicitud se refiere a la solubilidad en medios acuosos, por
ejemplo solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,4, o en disolucion de glucosa al 5%. Las pruebas para
la solubilidad en agua se facilitan a continuacion en los ejemplos como “ensayo de solubilidad en agua”.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencion tal como el compuesto de formula (1)
incluyen sales convencionales formadas a partir de sales de adicidon de bases o &cidos organicos o inorganicos asi
como de acido de amonio cuaternario farmacéuticamente aceptables. Ejemplos mas especificos de sales de acidos
adecuados incluyen clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, fosférico, nitrico, perclérico, fumarico, acético, propionico,
succinico, glicolico, formico, lactico, maleico, tartarico, citrico, palmoico, maldnico, hidroximaleico, fenilacético,
glutdmico, benzoico, salicilico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, naftaleno-2-sulfénico, bencenosulfénico,
hidroxinaftoico, yodhidrico, malico, esteroico, tanico y similares. Las sales de &cido clorhidrico son de particular
interés. Otros acidos tales como el oxalico, aunque no son farmacéuticamente aceptables por si mismos, pueden ser
Utiles en la preparacién de sales Utiles como productos intermedios en la obtencion de los compuestos de la
invencién y sus sales farmacéuticamente aceptables. Ejemplos mas especificos de sales béasicas adecuadas
incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, zinc, N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina,
colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina. Las referencias a continuacién en el presente
documento a un compuesto segun la invencién incluyen tanto un compuesto de férmula (I) como sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alquilo” representa un grupo alquilo de cadena lineal o
ramificado, que contiene normalmente 1-10 atomos de carbono, por ejemplo un grupo alquilo C1.6. Los ejemplos de
grupos alquilo incluyen grupos alquilo C;.4 tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo.

El término “tratamiento” incluye tratamiento profilactico asi como terapéutico.

El término “formula 11" se refiere a formula 11A y formula 11B colectivamente.

Leyendas de las figuras

Figura 1: "H-RMN del compuesto 24.
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Figura 2: Patron de difraccion de rayos X de polvo del compuesto 24 en forma cristalina sélida (forma I).
Descripcion de lainvencion

La presente invencion proporciona un analogo de sangliferina macrociclico, tal como se expuso anteriormente,
métodos para la preparacion de este compuesto y métodos para el uso de este compuesto en medicina.

En una realizacion, el compuesto es un aducto de metanol del mismo en el que se forma un hemicetal mediante la
combinacién de los grupos ceto en C-53 e hidroxilo en C-15 y metanol. En otra realizacién no lo es.

En una realizacion de la invencion, el doble enlace en la posicion C26, 27 esta en la forma cis, tal como se
representa por la siguiente férmula:

HO.

Un compuesto de este tipo puede producirse durante sintesis quimica.

En una realizacion adicional, se proporciona un analogo de sangliferina macrociclico segun la férmula (I) en forma
cristalina sélida. En particular, se proporciona una forma cristalina sélida (forma I) de un analogo de sangliferina
macrociclico segun la férmula (I) que puede obtenerse (0 se obtiene) mediante la cristalizaciéon del analogo de
sangliferina macrociclico amorfo segun la formula (1) en metil isobutil cetona (MIBK). En una realizacion, dicha forma
amorfa se suspende en MIBK y se realizan ciclos de temperatura entre una temperatura minima y una maxima
durante un periodo de tiempo total de, por ejemplo, 1 hora, 2 horas, 5 horas, 24 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5
dias, 6 dias, 7 dias o0 2 semanas. En una realizacion, se realizan ciclos de temperatura entre temperatura ambiente y
60°C, por ejemplo entre temperatura ambiente y 40°C. En una realizacion, se realizan ciclos de temperatura entre la
temperatura minima y la maxima (y viceversa) cada 2-8 horas, por ejemplo, cada 3-5 horas o cada 4 horas. En una
realizacién preferida, se realizan ciclos de temperatura entre temperatura ambiente y 40°C cada 4 horas durante un
total de 5 dias.

En el ejemplo 8 se describe en detalle un método de cristalizacién de la forma amorfa del analogo de sangliferina
macrociclico segun la formula (1).

Un analogo de sangliferina macrociclico segun la formula (I) en forma del polimorfo cristalino de forma | tiene un
patrén de difraccion de rayos X de polvo (XRPD) sustancialmente tal como se muestra en la figura 2. La tabla 2 (del
ejemplo 8) muestra la lista de picos y las intensidades relativas. El método de obtencion de los datos de XRPD se
describe en los Métodos generales.

Por tanto, se proporciona un analogo de sangliferina macrociclico segun la formula (I) en forma cristalina (forma 1)
gue tiene un patréon de XRPD con al menos una (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve,
diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis o las diecisiete) sefial a 8,3, 8,5, 11,1, 12,6, 13,9, 14,3, 15,0, 16,9,
17,7, 18,6, 19,0, 20,1, 20,5, 20,9, 21,2, 21,7 y 23,0 (+ 0,2 grados, valores de 2-theta), sefiales que constituyen las
sefiales principales en el patron de XRPD del polimorfo de forma I. Las sefiales en 8,3, 8,5, 11,1, 13,9, 17,7, 18,6,
19,0, 20,5, 20,9 y 23,0 grados 2-theta tienen comparativamente alta intensidad relativa (mas del 26% - véase la
figura 2) y por tanto se prefiere observar al menos una (por ejemplo, una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho,
nueve o las diez) de éstas. Las sefiales a 13,9, 17,7, 19,0, 20,5 y 23,0 grados 2-theta tienen particularmente alta
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intensidad relativa (méas del 50% - véase la figura 2) y por tanto se prefiere observar al menos una (por ejemplo, una,
dos, tres, cuatro o las cinco) de éstas.

El término “intensidad relativa” se entendera que significa la intensidad dada como porcentaje como la intensidad de
la sefial mas alta en el espectro (que corresponde al pico a 13,9 grados 2-theta), tal como se ilustra mediante la
figura 2.

En general, el compuesto de la invencidn se prepara mediante mutasintesis para generar compuestos de férmula
(I1), seguido por semisintesis.

H
- 15
N
N

Formula (11A)

Formula (11B)

En general, un procedimiento para preparar precursores de un compuesto de férmula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos comprende:

« inocular un caldo de fermentacién con un cultivo de un productor de sangliferina (tal como Streptomyces sp. A92-
308110, también conocido como DSM 9954) o mas preferiblemente, un productor de sangliferina con el gen sfaA o
el homélogo del gen sfaA inactivado o delecionado;

« alimentar el caldo de fermentacion con un analogo de meta-tirosina (tal como se muestra en la férmula (l11), por
ejemplo (S)-2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo, DL-5-fluoro-meta-tirosina (9) o 2-amino-3-(3-
fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10))

* permitir que continde la fermentacion hasta que se produzcan los compuestos de férmula IIA y formula 11B

« extraer y aislar los compuestos de férmula lIA y formula 11B

« derivatizar de manera semisintética los compuestos de féormula IIA y formula 1IB para generar el compuesto de
formula I.

Los compuestos de formula (Ill) se definen tal como sigue:
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HO. COaRyg

NHa

Formula (111)

en la que Ry representa H o un grupo de formacién de éster tal como un grupo alquilo, por ejemplo alquilo C;¢tal
como Me.

La alimentacién puede ser racémica o la forma L de un compuesto de férmula (l1).
Los compuestos de férmula (1) o bien estan comercialmente disponibles o bien se preparan mediante técnicas de

guimica de sintesis organica convencionales. Una ruta genérica para los compuestos de férmula (lll) es tal como se
muestra en el siguiente esquema la.

HO. :
0.R HO. CO2Ry
H a HO. N 2Ry b
) .
NHPG NH;
F .
F

v
n

Esquema 1la: a) acoplamiento de aldehido de férmula (IV) con un fragmento adecuado, por ejemplo
(R120)2P(O)CH(NHPG)CO2R10, y b) hidrogenacién y desproteccion segin sea necesario. PG = grupo protector.

Los aldehidos de formula (IV) pueden estar comercialmente disponibles o sintetizarse facilmente por un experto en
la técnica. Puede ser necesario emplear quimica de proteccion y desproteccion en la generacion de compuestos de
férmula (1ll) a partir de compuestos de formula (IV). Un experto en la técnica conoce estas técnicas y los grupos
protectores adecuados tal como se describe en Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis (Wuts y Greene, 42
Edicion, 2007).

Tras la generacion de los compuestos de formula (I1A) y férmula (1IB), se preparan los compuestos de la invencién
mediante derivatizacion semisintética. Los métodos semisintéticos para generar el aldehido de sangliferina
macrociclico se describen en el documento US6.124.453, Metternich et al., 1999, Banteli et al., 2001 y Sedrani et al.,
2003.

En general, el procedimiento semisintético para preparar determinados compuestos de férmula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos a partir de un analogo de sangliferina mutasintético comprende:

(a) dihidroxilacion del analogo de sangliferina;
(b) escision oxidativa del 1,2-diol para producir un aldehido; y

(c) acoplamiento de dicho aldehido con un carbanién estabilizado (o forma candnica del mismo), tal como un
carbanion de fosfonato, usando un compuesto de férmula V.

Esto se muestra de manera retrosintética a continuacion:
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formula VI

En la que para los analogos de sangliferina A mutasintéticos, Ri2 =

Los grupos Ri1, que pueden ser iguales o diferentes, representan independientemente alquilo (por ejemplo alquilo
Ci1.4) 0 bencilo.

Por tanto, un procedimiento para preparar un compuesto de la invencién comprende hacer reaccionar un compuesto
de férmula (V) con un macrociclo aldehidico (compuesto de férmula (VI)).

La preparacion de compuestos de férmula (V1) puede realizarse mediante un procedimiento analogo al descrito
anteriormente para la conversion de sangliferina A en su macrociclo aldehidico correspondiente (Metternich et al.
1999). Brevemente, el compuesto de formula (II) se dihidroxila usando condiciones de Sharpless modificadas
(tetradxido de osmio catalitico). El uso de los ligandos quirales ayuda a promover la selectividad. Entonces puede
escindirse oxidativamente el diol resultante, usando por ejemplo peryodato de sodio. Entonces puede usarse el
compuesto de formula VI resultante como sustrato para derivatizacién a una amida, éster o cetona homologados.
Normalmente, se disuelve un compuesto de férmula (V) en un disolvente aprético, se enfria y luego se trata con una
base, por ejemplo hidruro de sodio. Entonces se afiade un compuesto de féormula (V1) y aumenta la temperatura de
la reaccion. Tras un periodo de tiempo adecuado, se detiene la reaccion y se purifica el compuesto de formula |
mediante condiciones convencionales (por ejemplo HPLC preparativa, CCF preparativa, etc., cromatografia
ultrarrapida en fase normal).

Los compuestos de formula (V) pueden conocerse o pueden prepararse usando métodos conocidos.

Tal como se muestra en el esquema 1 (a continuacién) puede usarse la amina apropiada para tratar cloruro de
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cloroacetilo o similar para formar una alfa-cloroamida. Entonces se trata la alfa-cloroamida en una reaccion de
Arbuzov para generar un compuesto de formula V. Otras rutas para los compuestos de férmula V resultaran
evidentes para un experto en la técnica.

o o)
Sy ey 3N
Cl (_/’ Cl
D 0
Q. P'-.
E} )H + FD{DR1 1]3 U C:T'l'l
férmula V

Esquema 1

Otros compuestos de formula (V) pueden conocerse o pueden sintetizarse facilmente a partir de derivados de acido
carboxilico disponibles (por ejemplo R3COX) en los que R3 es el anillo de 1,2-oxazinano mostrado en el esquema 2.
Tal como se muestra en el esquema 2 (a continuacion) el derivado de &cido carboxilico puede acoplarse en un

fosfonato de metilo una vez que el fosfonato se ha tratado con una base. Esto produce un compuesto de férmula (V),
aungue otras rutas para obtener compuestos de formula V resultaran evidentes para un experto en la técnica.

[ &
D"N X o+ " Il:’ ~OR; O“NJ\/F‘: ~OR;
e DR11 DR11

X = Cl o O-alquilo

Esquema 2

Si se desea 0 es necesario, pueden emplearse grupos protectores para proteger la funcionalidad en el macrociclo o
macrociclo aldehidico, o en compuestos de férmula V tal como se describe en T. W. Green, P. G. M. Wuts,
Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscience, Nueva York, 1999.

Ademas de los métodos especificos y las referencias proporcionadas en el presente documento, un experto en la
técnica también puede consultar referencias en libros de texto convencionales para métodos de sintesis, incluyendo,
pero sin limitarse a Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry (Furniss et al., 1989) y March’s Advanced
Organic Chemistry (Smith y March, 2001).

Un andlogo de sangliferina segun la invencion puede administrarse solo o en combinacion con otros agentes
terapéuticos. La coadministracion de dos (0 mas) agentes puede permitir que se usen menores dosis de cada uno,
reduciendo asi los efectos secundarios, puede conducir a potencia mejorada y por tanto a SVR superior, y a una
reduccion en la resistencia.

Por tanto en una realizacion, el analogo de sangliferina mutasintético se coadministra con uno o mas agentes
terapéuticos para el tratamiento de infeccién por VHC, tomado de los tratamientos de referencia. Este podria ser un
interferon (por ejemplo pIFNa y/o ribavirina).

En una realizacion alternativa, se coadministra macrociclo de sangliferina de la invenciéon con uno o mas agentes
antivirales distintos, tales como un STAT-C (agente dirigido especificamente para el tratamiento de VHC) o DAA
(antivirales de accion directa), que podria ser uno o mas de los siguientes: inhibidores no nucledsidos de la
polimerasa (por ejemplo ABT-333, ABT-072, BMS 791325, IDX375, VCH-222, Bl 207127, ANA598, VCH-916, GS
9190, PF-00868554 (Filibuvir) o VX-759), inhibidores nucleésidos o nucleétidos de la polimerasa (por ejemplo 2'-C-
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metilcitidina, 2’-C-metiladenosina, R1479, PSI-6130, R7128, R1626, PSI 7977 o IDX 184), inhibidores de proteasa
(por ejemplo ABT-450, ACH-1625, Bl 201355, BILN-2061, BMS-650032, CTS 1027, Danoprevir, GS 9256, GS 9451,
MK 5172, IDX 320, VX-950 (Telaprevir), SCH503034 (Boceprevir), TMC435350, MK-7009 (Vaneprivir), R7227/ITMN-
191, EA-058, EA-063 o VX 985), inhibidores de NS5A (por ejemplo A-831, BMS 790052, BMS 824393, CY-102 o
PPI-461), silimarina, inhibidores de NS4b, inhibidores de serina C-palmitoiltransferasa, nitazoxanida o inhibidores de
la entrada viral (por ejemplo PRO 206).

En una realizacion alternativa, se coadministra macrociclo de sangliferina de la invenciéon con uno o mas agentes
antivirales distintos (tal como terapia antirretroviral altamente activa (HAART)) para el tratamiento de VIH, que podria
ser uno 0 mas de los siguientes: inhibidores nucleésidos de la transcriptasa inversa (NRTI) (por ejemplo
emtricitabina o tenofovir), inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa (NNRTI) (por ejemplo rilipivirina o
efavirenz), inhibidores de proteasa (PI) (por ejemplo ritonavir o lopinavir), inhibidores de fusion (por ejemplo
maraviroc o enfuvirtida), inhibidores de CCR5 (por ejemplo aplaviroc o vicriviroc), inhibidores de maduracion (por
ejemplo bevirimat), anticuerpos monoclonales anti-CD4 (por ejemplo Ibalizumab) e inhibidores de integrasa (por
ejemplo eltiegravir).

En una realizacion alternativa, se coadministra un macrociclo de sangliferina de la invenciéon con uno o mas agentes
antivirales distintos para el tratamiento de VHB, que podria ser uno o mas de los siguientes: interferones (por
ejemplo interferén alfa o interferén alfa pegilado), analogos de nucledsido o nucleétido (por ejemplo lamivudina,
entecavir, adefovir dipivoxil o telbivudina), otros inmunomoduladores (por ejemplo timosina alfa, CYT107 o DV-601)
o inhibidores de HMG CoA reductasa (por ejemplo simvastatina).

Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma farmacéutica unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Tales métodos incluyen la etapa de
asociar el principio activo (compuesto de la invencion) con el portador que constituye uno o mas componentes
adicionales. En general, las formulaciones se preparan asociando uniforme e intimamente el principio activo con
portadores liquidos o portadores soélidos finamente divididos 0 ambos, y entonces, si es necesario, se conforma el
producto.

Los compuestos de la invencion normalmente se administrardn por via oral en forma de una formulacion
farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma de una sal de adicion de base o acido
organico o inorganico no toxico, en una forma farmacéutica farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del
trastorno y del paciente que va a tratarse, asi como de la via de administracion, las composiciones pueden
administrarse en dosis variables.

Por ejemplo, los compuestos de la invencién pueden administrarse por via oral, bucal o sublingual en forma de
comprimidos, capsulas, 6vulos, elixires, disoluciones o suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o
colorantes, para aplicaciones de liberacion inmediata, retardada o controlada.

Tales comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio,
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibasico y glicina, disgregantes tales como almidén (preferiblemente almidén
de maiz, patata o tapioca), glicolato sédico de almidon, croscarmelosa de sodio y determinados silicatos complejos,
y aglutinantes de granulacién tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arabiga. Adicionalmente, pueden incluirse agentes lubricantes tales como
estearato de magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo y talco.

También pueden emplearse composiciones sélidas de tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almidén, una celulosa, azlcar de leche o polietilenglicoles de
alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invencion pueden combinarse
con diversos agentes edulcorantes 0 aromatizantes, colorantes o materia colorante, con agentes de emulsion y/o
suspensioén y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Un comprimido puede obtenerse mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno 0 mas componentes
adicionales. Los comprimidos sometidos a compresion pueden prepararse comprimiendo en una maquina adecuada
el principio activo en forma fluida tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un aglutinante (por
ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por
ejemplo glicolato sédico de almidon, povidona reticulada, carboximetilcelulosa de sodio reticulada), agente
tensioactivo o dispersante. Los comprimidos moldeados pueden obtenerse moldeando en una maquina adecuada
una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse
0 ranurarse opcionalmente y pueden formularse para proporcionar la liberacién lenta o controlada del principio activo
usando en los mismos, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar un perfil
de liberacion deseado.

Las formulaciones segun la presente invencion adecuadas para administracion oral pueden presentarse como

unidades diferenciadas tales como capsulas, sellos o comprimidos, conteniendo cada uno una cantidad
predeterminada del principio activo; como un polvo o granulos; como una disolucién o una suspension en un liquido
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acuoso o un liquido no acuoso; o como una emulsién liquida de aceite en agua o una emulsién liquida de agua en
aceite. El principio activo también puede presentarse como un bolo, electuario o pasta.

Debe entenderse que ademas de los componentes mencionados particularmente antes, las formulaciones de esta
invencion pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de formulaciéon en
cuestion, por ejemplo los adecuados para administracion oral pueden incluir agentes aromatizantes.

Ventajosamente, pueden disolverse agentes tales como conservantes y agentes tamponantes en el vehiculo. Para
potenciar la estabilidad, puede congelarse la composicion tras el llenado en el vial y puede retirarse el agua a vacio.
El polvo liofilizado seco se sella entonces en el vial y puede suministrarse un vial adjunto de agua para inyeccion
para reconstituir el liquido antes de su uso.

La dosificacion que va a administrase de un compuesto de la invencion variara segun el compuesto particular, la
enfermedad implicada, el sujeto, y la naturaleza y la gravedad de la enfermedad y el estado fisico del sujeto, y la via
de administracion seleccionada. La dosificacion apropiada puede determinarse facilmente por un experto en la
técnica.

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

Se reconocera por un experto en la técnica que la cantidad y separacion 6ptimas de las dosificaciones individuales
de un compuesto de la invencion se determinaran por la naturaleza y el grado del estado que esté tratandose, la
forma, la via y el sitio de administracion, y la edad y estado del sujeto particular que esté tratandose, y que un
médico determinara en ultima instancia las dosificaciones apropiadas que han de usarse. Esta dosificacion puede
repetirse tan a menudo como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios, puede alterarse o reducirse la
cantidad y/o frecuencia de la dosificacidn, segun la préactica clinica normal.

Los aspectos adicionales de la invencién incluyen:

- un compuesto segun la invencion para su uso como producto farmacéutico;

- un compuesto segun la invencion para su uso como producto farmacéutico para el tratamiento de infecciones
virales (especialmente infecciones por virus ARN) tal como infeccion por VHC o VIH, para su uso como

antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de 6rganos;

- una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun la invencién junto con un diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable;

- una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun la invencion junto con un diluyente o portador
farmacéuticamente aceptable que comprende ademas un segundo principio activo o principio activo posterior,
especialmente un principio activo indicado para el tratamiento de infecciones virales tales como infeccién por VHC o
VIH, para su uso como antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de 6rganos;

También se describen:

- un método de tratamiento de infecciones virales (especialmente infecciones por virus ARN) tal como infeccion por
VHC o VIH, para su uso como antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de trasplantes de drganos que
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segin la invencion;

- uso de un compuesto segun la invencién para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de infecciones
virales tales como infeccién por VHC o VIH, para su uso como antiinflamatorio o para profilaxis de rechazo de
trasplantes de 6rganos.

Métodos generales

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

El productor de sangliferina Streptomyces sp. A92-308110 (DSM n.° 9954, adquirido de DSMZ, Braunschweig,
Alemania) también denominado BIOT-4253 y BIOT-4370 o sus derivados, tales como BIOT-4585 se mantienen en
medio de agar de harina de avena, MAM, ISP4 o ISP2 (véase a continuacion) a 28°C.

Se hizo crecer BIOT-4585 (para la metodologia de construccion, véase el ejemplo 1) en agar de harina de avena a

28°C durante 7-10 dias. Se recogieron las esporas de la superficie de la placa de agar en glicerol estéril al 20% p/v
en agua destilada y se almacenaron en alicuotas de 0,5 ml a -80°C. Se usé la reserva de esporas congeladas para
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inocular medios de siembra SGS o SM25-3. Se incubd el medio de siembra inoculado con agitacién entre 200 y
300 rpm con un desplazamiento vertical de 5,0 6 2,5 cm a 27°C durante 24 horas. Se inoculé el medio de
fermentacién SGP-2 o0 BT6 con el 2,5%-10% del cultivo sembrado y se incubé con agitacion entre 200 y 300 rpm con
un desplazamiento vertical de 5 6 2,5 cm a 24°C durante 4-5 dias. Entonces se recogio6 el cultivo para su extraccion.

Analogo de meta-tirosina

Se adquiri6 (S)-2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo de NetChem (EE.UU.). Se adquirié 3-bromo-
5-fluoroanisol (9-1) de Accela ChemBio Co., Ltd., (Shanghai, China) y también puede adquirirse de Amfinecom Inc
(EE.UU.) o Apollo Scientific Ltd. (RU)). Se sintetizaron DL-5-fluoro-meta-tirosina (9) y 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo (10)) tal como sigue.

DL-5-fluoro-meta-tirosina (9) y 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10)

0 Br BuLi/THF 0 CHO
al DME/THF -~ BBryDCM  HO CHO
F F !
B 9-2 _ 9-3
9 @]
(MeQ),P. OMe
NHCbz HO - CO2Me H,,Pd/C HO CO,Me
- NH
DBU/CH,Cl, NHCbz 2
F F
10
9-4
MNaOH ac.
- HO CO,H
EtOH -
F g

A una disolucion de 9-1 (20 g, 97,55 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml) se le afiadié gota a gota n-butil-litio (43 ml,
2,5 M, 107,3 mmol) a -78°C. Se agité durante 30 minutos y se afiadié N,N-dimetilformamida (15,1 ml, 195,1 mmol) a
esta temperatura. Se agitd durante otros 30 minutos y se retird el bafio frio. Tras 1 hora, se extinguié la reaccién con
cloruro de amonio saturado acuoso. Se lavo la fase organica con agua y cloruro de sodio saturado acuoso, se seco
(sulfato de sodio), se filtré y se concentrd. Se purifico el residuo mediante cromatografia en silice para dar 9-2.

A una disolucion de 9-2 (6 g, 38,9 mmol) en DCM seco (200 ml) se le afiadi6 gota a gota BBr3 (4 M en DCM, 30 ml,
116,8 mmol) a -70°C. Tras la adicién, se agit6 la mezcla de reaccién a -20°C durante 3 horas, se afiadié agua helada
cuidadosamente y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se secaron sobre
Na,S0y4, se filtraron y se concentraron. Se purifico el residuo mediante cromatografia ultrarrapida en silice para dar
el compuesto deseado 9-3.

A una disoluciéon de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (4,64 g, 14 mmol) en DCM
(150 ml) se le afiadié DBU (4,26 g, 28 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se afiadié 9-3 (1,95 g, 14 mmol)
y se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante la noche. Se diluyé la disolucion con EtOAc (150 ml),
se separé y se lavo la fase organica con HCI 1 N, se secé sobre Na,;SO., se filtr6 y se concentrd. Se purifico el
residuo mediante cromatografia ultrarrapida en silice para dar 9-4.

Se hidrogen6 una disolucion de 9-4 (1 g) en MeOH (20 ml) sobre 200 mg de Pd al 10%/C a presion normal durante
la noche. Tras la eliminacion del catalizador mediante filtracion, se evaporé el disolvente para dar 10.

A una disolucién de 10 (300 mg, 1,4 mmol) en EtOH (30 ml) se le afiadio NaOH ac. (2 N, 4 ml), se agito la reaccion a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se eliminé el disolvente y se neutralizé el residuo hasta pH=6 con HCI
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2 Ny se recogieron los cristales blancos que se formaron mediante filtracién para dar el compuesto 9 objetivo.
Via alternativa para 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10)

Se adquirid (3,5-difluorobromobenceno (9a-1) de Darui Fine Chemicals Co., Ltd., (Shanghai, China) y también puede
adquirirse de Alfa Aesar o Sigma Aldrich.)

BnOH _—
" =

2) DMF

F

9a-1 9a.2 9a-3
O 0O
(MeQ),P OMe
NHCbz BnO = CD;_Me HO CDQMB

H,,Pd/C

9a4 - NHCbz ‘ NH,

DBU/CH,Cl, I I
9a-5 10

Preparacién de 9a-2

A una disoluciéon de BnOH (1,61 ml, 15,54 mmol) en DMF (30 ml) se le afiadié NaH (622 mg, dispersién al 60% en
aceite mineral, 15,54 mmol) a 0°C. Se continud con la agitaciéon a temperatura ambiente durante 0,5 h para dar una
disolucién transparente. Se afiadio 9a-1 (1,79 ml, 15,54 mmol) a una tasa tal para mantener la temperatura por
debajo de 40°C. Se agit6é la mezcla a temperatura ambiente durante la noche para dar una disolucién amarilla. Se
extinguid la reaccion mediante agua y se extrajo con éter de petrdleo (35 ml X 34). Se concentraron las fases
organicas combinadas. Y se purificd el residuo mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con éter de
petréleo para proporcionar 9a-2 (2,544 g) como aceite incoloro.

Preparacion de 9a-3

A un matraz seco de tres bocas se le afiadieron Mg (170,1 mg, 7,10 mmol), THF anhidro (10 ml) y una pequefia
cantidad de yodo bajo nitr6geno. Se afiadi6 1/3 de 9a-2 (1,664 g, 5,9192 mmol) en THF (2 ml). Se calent6 la mezcla
a reflujo. Durante este tiempo, la mezcla amarilla se convirti6 gradualmente en amarillo brillante. Entonces, se
afiadieron los restantes 2/3 de 9a-2 gota a gota, y se sometio a reflujo la mezcla de reaccion durante otras 0,5 h.

A la mezcla anterior se le afiadi6 DMF (0,504 ml, 6,51 mmol) lentamente a 0°C. Se continud con la agitacion durante
0,5 h a temperatura ambiente. Se afiadié HCI (2 M, 10 ml) y se evapor6 el THF. Se extrajo el residuo con acetato de
etilo (25 ml X 3). Y se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera y se concentraron a vacio. Se purifico
el residuo mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con de éter de petréleo a éter de petréleo/acetato de
etilo = 20/1 para dar 9a-3 (694 mg) como aceite incoloro.

Preparacion de 9a-5

A una disolucién de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo, 9a-4 (993 mg, 3,00 mmol) en
DCM (30 ml) se le afiadio DBU (832 ul, 5,57 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se afiadié 9a-3 (694 mg,
3,01 mmol) y se agit6 la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 1 h. Se lavo la disoluciéon con HCI (1 M,
10 ml), y se secaron las fases organicas combinadas y se concentraron a vacio. Se purificé el residuo mediante
cromatografia ultrarrapida en silice (eluyendo con diclorometano/acetato de etilo = 10/1) para dar 9a-5 (1,11 g).
Preparacion de 10

Se hidrogend una disolucién de 9a-5 (100 mg) en MeOH (50 ml) sobre 20 mg de Pd al 10%/C a presiéon normal
durante 2 h. Tras la eliminacién del catalizador mediante filtracion, se evaporo el disolvente para dar 10 (33 mg).

Férmulas de los medios
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Se preparo el agua usada para preparar los medios usando el sistema de purificacién de agua de calidad analitica

Elix de Millipore
Medio de siembra SGS
5

Componente (y proveedor) Formula
Glucosa (Sigma, G7021) 7,50 g
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 7,50 g
extracto de levadura (Becton Dickinson, 212770) 1,35 g
extracto de malta (Becton Dickinson, 218630) 3,75 g
almidon de patata (soluble) (Sigma, S2004) 7,50 g
NZ-amina A (Sigma, C0626) 2,50 g
harina de soja tostada, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2,50 g
L-asparagina (Sigma, A0884) 1,00 g
CaCOgs (Calcitec, V/40S) 0,05 g
NaCl (Fisher scientific, S/3160/65) 0,05 g
KH2PO4 (Sigma, P3786) 0,25 g
K2HPO4 (Sigma, P5379) 0,50 g
MgS0Q4.7H,0 (Sigma, M7774) 0,10 g
disolucion de oligoelementos B 1,00 ml
Agar 1,00 g
Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml
H,O Ol hasta un vol. final de ** 1,00 |

se ajusta el pH antes de la esterilizaciéon a pH 7,0 con NaOH 10 M/H,S0O4 10 M

se esteriliza calentando a 121°C, 20-30 min (en autoclave)

Notas

* el antiespumante se usa so6lo en fermentadores de siembra, NO en matraces de
siembra

** yolumen final ajustado en consecuencia para tener en cuenta el volumen de
siembra

Disolucidn de oligoelementos B

Componente Foérmula
FeS0,4.7H,0 (Sigma, F8633) 5,00 g
ZnS04.7H,0 (Sigma, Z0251) 4,00 g
MnCl,.4H,0 (Sigma, M8530) 2,00 g
CuS0,4.5H,0 (Aldrich, 20,919-8) 0,20 g
(NH4)6M07024 (Fisher scientific, A/5720/48) 0,20 g
CoCl,,6H20 (Sigma, C2644) 0,10 g
H3BO3 (Sigma, B6768) 0,10 g
Kl (Alfa Aesar, A12704) 0,05 g
H2S04 (95%) (Fluka, 84720) 1,00 ml
H,O Ol hasta un vol. final de 1,00 |
10 Medio de produccion SGP2
Componente Férmula
harina de soja tostada (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 40,00 g
tampén MES (Acros, 172595000) 19,52 g
Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml
H,O Ol hasta un vol. final de **1,00 |

se ajusta el pH antes de la esterilizacion a pH 6,8 con NaOH 10 M

se esteriliza calentando a 121°C, 20-30 min (en autoclave)

Notas

* volumen final ajustado en consecuencia para tener en cuenta el volumen de siembra
** g| antiespumante se uso so6lo en fermentadores, no en matraces

Medio SM25-3 (también denominado SM25)

Componente

Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 4049
Peptona de soja A3 SC (Organotechnie) 10g
Extracto de malta (Difco) 21g
hasta un vol. final de 11
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Medio ISP4

Componente

Almidoén soluble (Difco) 10g
KoHPO,4 1 g
MgSO47H20 1 g
NacCl 19
(NH4)2SO4 2 g
CaCOs3 29
Disolucion de sales de oligoelementos ISP 1ml
Agar 209
hasta un volumen final de 11

Hacer una pasta con el almidén en un pequefio volumen de agua fria y llevar hasta un volumen

de 500 ml

Afiadir otros componentes a la disolucion 1l en 500 ml de agua. El pH debe estar entre pH 7,0 y

pH 7,4 (pH 7,3). Mezclar dos disoluciones juntas y afiadir agar

Sales de oligoelementos ISP

Componente
FeS0,4.7H,0 1g
MnCl,.4H,0 1g
ZnS04.7H,0 1g
hasta un volumen final de 11
Almacenar a 4 grados C

Agar de harina de avena (ISP3)
Componente Formula
Harina de avena 20,00 g
Disolucién de oligoelementos ISP 1,00 ml
Agar Bacto (Becton Dickinson) 18,00 g
H2O0 10 hasta un volumen final de 1,00 |

Se cuecen 20 g de harina de avena en 1 | de agua sobre una placa caliente (o microondas) durante 20
minutos. Se filtra la mezcla cocida a través de gasa rectilinea/muselina y se lleva a pH 7,2 y se vuelve a llevar
a 1 1. Se afade 1 ml de disolucién de oligoelementos ISP. Entonces se afiaden 18 g por | de agar antes de

esterilizar.

Agar MAM

Medios de produccion BT6

Agar ISP2

Componente Férmula
Almidon de trigo (Sigma) 10,00 g
Polvo de maceracion de maiz (Roquette) 2,50 g
Extracto de levadura (Becton Dickinson) 3,00 g
CaCOgs (Calcitec) 3,00 g
FeSO, (Sigma) 0,300 g
Agar Bacto (Becton Dickinson) 20,00 g
H,O 10  hasta un volumen final de 1,00 I
pH 5,8 antes de someter al autoclave
Componente Formula
Glucosa (Sigma) 50,00 g
Nutrisoy (ADM) 30,00 g
NaCl (Fisher) 5,00 g
(NH4)2S04 (Sigma) 3,00 g
CaCOgs (Calcitec) 6,00 g
H,O 10 hasta un volumen final de 1,00 |
Ajustar el pH a 7,0, entonces afiadir CaCO3

Componente Foérmula
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Extracto de levadura (Becton Dickinson) 4,00 g
Extracto de malta (Becton Dickinson) 10,00 g
Dextrosa (Sigma) 4,00 g
Agar Bacto (Becton Dickinson) 20,0 g
H,O 10 hasta un volumen final de 1,00 |

Ajustar el pH a 7,3 antes de afiadir agar y esterilizar
Método de fermentacién general
Se descongelaron reservas de esporas crioconservadas de BIOT-4585 (para la metodologia de construccion, véase
el ejemplo 1) a temperatura ambiente. Se prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 4,0 ml
de reserva de esporas a 400 ml de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapon de espuma. Se llevo a
cabo el cultivo durante 48 horas a 27°C y 250 rpm (desplazamiento vertical de 5,0 cm). A partir del cultivo de
siembra, se transfirieron 25 ml a 250 ml demedio de produccién SGP2 + HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 |
con tapon de espuma. Tras 24 horas de cultivo a 24°C y 250 rpm (desplazamiento vertical de 2,5 cm), se afadieron
2 ml de una disolucién racémica 250 mM o enantioméricamente pura 125 mM del precursor deseado (por ejemplo
(S)-2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo, DL-5-fluoro-meta-tirosina (9) o 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo (10)), en &cido clorhidrico 1 M y 2 ml de una disolucién metalénica 250 mM de
acido DL-piperazico a cada matraz de produccion para dar una concentracion final 1 mM de los enantiomeros
individuales de los precursores. Puede usarse opcionalmente DMSO en lugar de &cido clorhidrico 1 M. Puede
omitirse opcionalmente el &cido DL-piperazico. Se continu6é con el cultivo durante cuatro dias a 24°C y 250 rpm
(desplazamiento vertical de 2,5 cm).
Andlisis de caldos de cultivo mediante CL-UV y CL-UV-EM
Se afiaden caldo de cultivo (1 ml) y acetato de etilo (1 ml) y se mezclan durante 15-30 min seguido por
centrifugacion durante 10 min. Se recogen 0,4 ml de la fase organica, se evaporan hasta la sequedad y entonces se
vuelven a disolver en 0,20 ml de acetonitrilo.
Condiciones de HPLC:
Columna C18 Hyperclone BDS C18, 3 u, 4,6 mm x 150 mm
Dotada de un cartucho de seguridad C18 analitico de Phenomenex (KJ0-4282)
Temperatura de la columna a 50°C
Velocidad de flujo 1 ml/min
Monitorizar UV a 240 nm
Inyectar alicuota de 20 ul
Gradiente de disolventes:
0 min: 55% de B
1,0 min: 55% de B
6,5 min: 100% de B
10,0 min: 100% de B
10,05 min: 55% de B
13,0 min: 55% de B
El disolvente A es agua + &cido férmico al 0,1%
El disolvente B es acetonitrilo + &cido formico al 0,1%
En estas condiciones SfA eluye a los 5,5 min

En estas condiciones SfB eluye a los 6,5 min

Se realiza CL-EM en un sistema de HPLC HP1100 de Agilent integrado en combinacién con un espectrometro de
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masas por electropulverizacion Esquire 3000+ de Bruker Daltonics que funciona en modo de ién positivo usando la
cromatografia y los disolventes descritos anteriormente.

Método de CL-EM QC

Condiciones de HPLC:

Columna C18 Hyperclone BDS C18, 3 u, 4,6 mm x 150 mm
Dotada de un cartucho de seguridad C18 analitico de Phenomenex (KJ0-4282)
Temperatura de la columna a 50°C

Velocidad de flujo 1 ml/min

Monitorizar UV a 210, 240 y 254 nm

Gradiente de disolventes:

0 min: 10% de B

2,0 min: 10% de B

15 min: 100% de B

17 min: 100% de B

17,05 min: 10% de B

20 min: 10% de B

El disolvente A es agua + acido férmico al 0,1%

El disolvente B es acetonitrilo + &cido formico al 0,1%
Condiciones de EM:

La EM funciona en modo de intercalacion (intercalando entre positivo y negativo), explorando desde 150 hasta 1500
uma.

Método de difraccion de rayos X de polvo (XRPD)

Se comprimieron de manera suave aproximadamente 2 mg de muestra en el soporte de muestras de silice cortado
en oblicuo individual con ruido de fondo cero de XRPD. Entonces se cargé la muestra en un difractometro X-Pert
MPD de Philips y se analizé usando las siguientes condiciones experimentales:

Anodo del tubo: Cu

Tensioén del generador: 40 kV

Corriente del tubo. 40 mA

Longitud de onda alfal: 1,5406 A

Longitud de onda alfa2: 1,5444 A

Angulo de inicio [2 theta]: 5

Angulo de finalizacion [2 theta]: 50

Exploracion continua

Ensayo de replicén in vitro para la evaluacion de la actividad antiviral contra VHC

Puede someterse a prueba la eficacia antiviral contra el genotipo 1 de VHC tal como sigue: Un dia antes de la
adicion del articulo de prueba, se recogieron células Huh5.2 que contenian el genotipo 1b, replicén 1389luc-ubi-
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neo/NS3-3'/5.1 de VHC (Vrolijk et al., 2003) y subcultivadas en medio de crecimiento de células [DMEM (n.° de
catalogo 41965039) complementado con FCS al 10%, aminoacidos no esenciales al 1% (11140035),
penicilina/estreptomicina al 1% (15140148) y geneticina al 2% (10131027); Invitrogen] a una razén de 1,3-1,4 y
crecidas durante 3-4 dias en matraces de cultivo tisular de 75 cm® (Techno Plastic Products), y se sembraron en
medio de ensayo (DMEM, FCS al 10%, aminoacidos no esenciales al 1%, penicilina/estreptomicina al 1%) a una
densidad de 6500 células/pocillo (100 pl/pocillo) en placas de microtitulacion de cultivo tisular de 96 pocillos (Falcon,
Becton Dickinson para la evaluacion del efecto antimetabdlico y CulturPlate, Perkin Elmer para la evaluacion del
efecto antiviral). Se incuban las placas de microtitulacién durante la noche (37°C, 5% de CO,, humedad relativa del
95-99%), produciendo una monocapa de células no confluente.

Se preparan series de dilucion; cada serie de dilucidn se realiza al menos por duplicado. Tras configurar el ensayo,
se incuban las placas de microtitulacion durante 72 horas (37°C, 5% de CO2, humedad relativa del 95-99%).

Para la evaluacion de los efectos antimetabdlicos, se aspira el medio de ensayo, se sustituye por 75 ul de una
disolucion al 5% de MTS (Promega) en medio libre de rojo fenol y se incuba durante 1,5 horas (37°C, 5% de COo,
humedad relativa del 95-99%). Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 498 nm (Safirez, Tecan) y las
densidades Opticas (valores de DO) se convierten en porcentajes de los controles no tratados.

Para la evaluacion de los efectos antivirales, se aspira el medio de ensayo y se lavan las monocapas de células con
PBS. Se aspira el tampon de lavado, se afiaden 25 ul de tampoén de lisis Glo (n.° de catdlogo E2661, Promega) tras
lo cual se permite que continGe la lisis durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiaden 50 ul de
sistema de ensayo de luciferasa (n.° de catdlogo E1501, Promega) y se cuantifica inmediatamente la sefial de
luminiscencia de luciferasa (tiempo de integracion de 1000 ms/pocillo, Safire?, Tecan). Se convierten las unidades de
luminiscencia relativa en porcentajes de los controles no tratados.

Las CE50 y CE9O0 (valores obtenidos a partir de la curva de dosis-respuesta) representan las concentraciones a las
gue se observaria inhibicién de replicacion viral del 50% y el 90%, respectivamente. La CC50 (valor obtenido a partir
de la curva de dosis-respuesta) representa la concentracion a la que la actividad metabdlica de las células se
reduciria al 50% de la actividad metabdlica de las células no tratadas. El indice de selectividad (IS), indicativo de la
ventana terapéutica del compuesto, se calcula como CCso/CEsg.

Se considera que una concentracion de compuesto provoca un efecto antiviral genuino en el sistema de replicon de
VHC cuando, a esa concentracion particular, el efecto anti-replicon esta por encima del 70% del umbral y no se
observa una reduccion de mas del 30% en la actividad metabdlica.

Ensayo de replicon in vitro para la evaluacion de la actividad antiviral contra VHC en los genotipos la y 2a

Se hacen crecer células con replicén (replicones subgenémicos de genotipo la (H77) y 2a (JFH-1)) en medios
esenciales modificados por Dulbecco (DMEM), suero bovino fetal (FBS) al 10%, penicilina-estreptomicina (pen-
estrep) al 1%, glutamina al 1%, aminoacidos no esenciales al 1%, G418 250 pg/ml en un incubador con el 5% de
CO; a 37°C. Todos los reactivos del cultivo celular pueden adquirirse de Mediatech (Herndon, VA).

Se someten las células con replicén a tripsinizacién y se siembran a 5 x 10° células por pocillo en placas de 96
pocillos con los medios anteriores sin G418. Al dia siguiente, se sustituye el medio de cultivo con DMEM que
contienen compuestos diluidos en serie en presencia de FBS al 5%. El ensayo antiviral de replicon de VHC examina
los efectos de los compuestos en una serie de diluciones de compuestos. Brevemente, se siembran las células que
contienen replicon de VHC en placas de 96 pocillos. Se diluye en serie el articulo de prueba con DMEM mas FBS al
5%. Se aplica el compuesto diluido a los pocillos apropiados e la placa. Tras 72 h de incubacion a 37°C, se procesan
las células. Se extrae el ARN intracelular de cada pocillo con un kit RNeasy 96 (Qiagen). Se determina el nivel de
ARN de VHC mediante un ensayo de PCR en tiempo real con transcriptasa inversa usando los reactivos de mezcla
maestra de RT-PCR de una etapa TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un sistema de deteccién de
secuencias ABI Prism 7900 (Applied Biosystems) tal como se describié anteriormente (Vrolijk et al., 2003). Se miden
los efectos citotoxicos con los reactivos de control de ARN ribosdmico TagMan® (Applied Biosystems) como una
indicacion del nimero de células. Entonces se usa la cantidad de ARN de VHC y ARN ribosémico para obtener los
valores de Clsg aplicables (concentracion que inhibe la replicacion del replicon en el 50%).

Evaluacion del metabolismo de microsomas (ensayo de estabilidad de microsomas)

Puede someterse a prueba la tasa de metabolismo en microsomas tal como sigue:

Se diluyeron microsomas de higado de ratén o ser humano con tampoén C (tampon fosfato de potasio 0,1 M, EDTA
1,0 mM, pH 7,4) hasta una concentracion de 2,5 mg/ml. Entonces se prepararon muestras para determinar la
estabilidad microsémica afiadiendo 50 pl de disoluciéon con adiciones conocidas de compuesto 5 uM (0,5 pl de

disolucion madre de DMSO 10 mM en 9,5 ul de ACN, afiadidos a 990 pl de tampdn C) a 50 ul de disolucion
microsomica (2,5 mg/ml), 110 pl de tampén C y se mezclaron bien. Se preincubaron todas la muestras durante
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aproximadamente 15 minutos a 37°C. Tras esto, se inicio la reaccion afiadiendo 40 pl de la disolucién de NADPH
(12,5 mM) con mezclado suave. Se retiraron alicuotas (40 ul) a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos y se extinguié con patron
interno que contenia ACN (120 pl). Se retiraron las proteinas mediante centrifugacion (4000 rpm, 15 min) y se
analiz6 la placa de muestra para determinar la concentracion del compuesto mediante CL-EM/EM. Entonces se
calcularon las semividas mediante métodos convencionales, comparando la concentracion del analito con la
cantidad originalmente presente.

Evaluacion de la estabilidad de hepatocitos

Se colocan hepatocitos crioconservados, previamente almacenados en nitrégeno liquido en un bafio de agua con
agitacion a 37 + 1°C durante 2 min + 15 s. Entonces se afaden los hepatocitos a volimenes 10X de tampon
bicarbonato de Krebs-Henseleit (KHB) precalentado (glucosa 2000 mg/l, sin carbonato de calcio ni bicarbonato de
sodio, Sigma), se mezclan suavemente y se centrifugan a 500 rpm durante 3 minutos. Tras la centrifugacion, se
retira cuidadosamente el sobrenadante y se afiade un volumen 10X de tapén KHB precalentado para resuspender el
sedimento de células. Esto se mezcla suavemente y se centrifuga a 500 rpm durante 3 minutos. Entonces se retira
el sobrenadante y se desecha. Entonces se determinan la viabilidad y el rendimiento celulares mediante recuentos
de células, y estos valores se usan para generar suspensiones de hepatocitos humanos a la densidad de siembra
apropiada (densidad de células viables = 2 x 10° células/ml). Se prepara una disolucién de dosificacion 2X en KHB
precalentado (DMSO al 1%) (disolucidon con adiciones conocidas 200 pM: 20 pl de disolucion madre de sustrato
(10 mM) en 980 ul de DMSO, disolucion de dosificacion 2X: 10 ul de disoluciéon con adiciones conocidas 200 pM en
990 pl de KHB (2 uM tras la dilucion).

Se afiaden 50 pl de disolucion de dosificacion 2X precalentada a los pocillos y se afiaden 50 pl de disolucion de
hepatocitos precalentada (2 X 10° células/ml) y se comienza la medicion del tiempo. Entonces se incuba la placa a
37°C. Se afiaden 100 pl de patrén interno que contiene acetonitrilo a cada uno de los pocillos tras la finalizacion del
tiempo de incubacion (0, 15, 30, 60 y 120 minutos), se mezcla suavemente y se afiaden 50 pl de disolucion de
hepatocitos precalentada (2 X 10° células/ml). Al final de la incubacién, se determina la viabilidad celular. Se
centrifugan las muestras a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se diluyen dos veces los sobrenadantes con agua
ultrapura y se analizan los niveles de compuesto mediante CL-EM/EM.

Evaluacion de la solubilidad en agua

Puede someterse a prueba la solubilidad en agua tal como sigue: Se prepara una disolucién madre 10 mM del
analogo de sangliferina en DMSO al 100% a temperatura ambiente. Se llevan alicuotas de 0,01 ml por triplicado a
0,5 ml con o bien disoluciéon de PBS 0,1 M, pH 7,3 o bien DMSO al 100% en viales de color ambar. Se agitan las
disoluciones 0,2 mM resultantes, a temperatura ambiente en un agitador IKA® vibrax VXR durante 6 h, seguido por
la transferencia de las disoluciones o suspensiones resultantes a tubos Eppendorf de 2 ml y centrifugacion durante
30 min a 13200 rpm. Entonces se analizan alicuotas del fluido sobrenadante mediante el método de CL-EM tal como
se describio anteriormente.

Alternativamente, puede someterse a prueba la solubilidad en PBS a pH 7,4 tal como sigue: Se genera una curva de
calibracién diluyendo los compuestos de prueba y los compuestos control hasta 40 uM, 16 uM, 4 uM, 1,6 uM,
0,4 uM, 0,16 uM, 0,04 uM y 0,002 uM, con MeOH al 50% en H,O. Entonces se diluyen adicionalmente los puntos
patron 1:20 en MeOH:PBS 1:1. Las concentraciones finales tras la dilucién 1:20 son 2000 nM, 800 nM, 200 nM, 80
nM, 20 nM, 8 nM, 2 nM y 1 nM. Entonces se mezclan los patrones con el mismo volumen (1:1) de patrén interno que
contiene ACN (hidroximacraciclo, 6). Se centrifugan las muestras (5 min, 12000 rpm), luego se analizan mediante
CL/EM.

Disolucién | MeOH/H,O Disolucién Disolucién MeOH/ Disolucién
(ul) (2:1) (ul) de trabajo | (ul) Tampén final (nM)
(M) (1:1) (uh)

10 mM 10 240 — 400

400 uM 50 450 — 40 20 380 — 2000
20 480 — 16 20 380 — 800

40 uM 50 450 — 4 20 380 — 200

16 uM 50 450 — 1,6 20 380 — 80

4 uM 50 450 — 0,4 20 380 — 20

1,6 uM 50 450 — 0,16 20 380 — 8

0,4 uM 50 450 — 0,04 20 380 — 2

0,04 uM 50 950 — 0,002 20 380 — 1

Se preparan los compuestos de prueba como disoluciones madre en DMSO a una concentracién de 10 mM. Se
diluyen las disoluciones madre por duplicado en PBS, pH 7,4 en tubos Eppendorf de 1,5 ml a una concentracion
objetivo de 100 uM con una concentracion de DMSO final del 1% (por ejemplo 4 uL de disolucion madre de DMSO
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10 mM en 396 ul de tamp6n fosfato 100 mM). Entonces se agitan suavemente los tubos de muestra durante 4 horas
a temperatura ambiente. Se centrifugan las muestras (10 min, 15000 rpm) para precipitar las particulas no disueltas.
Se transfieren los sobrenadantes a tubos nuevos y se diluyen (el factor de diluciéon para el articulo de prueba
individual se confirma mediante el nivel de sefial del compuesto en el instrumento analitico aplicado) con PBS.
Entonces se mezclan las muestras diluidas con el mismo volumen (1:1) de MeOH. Se mezclan finalmente las
muestras con el mismo volumen (1:1) de patrén interno que contiene ACN (hidroximacrociclo, 6) para analisis de CL-
EM/EM.

Evaluacioén de la permeabilidad celular

Puede someterse a prueba la permeabilidad celular tal como sigue: Se disuelve el compuesto de prueba hasta
10 mM en DMSO y entonces se diluye adicionalmente en tampon para producir una concentracion de dosificacion
final de 10 uM. También se incluye el marcador de fluorescencia amarillo Lucifer para monitorizar la integridad de la
membrana. Entonces se aplica el compuesto de prueba a la superficie apical de monocapas de células Caco-2 y se
mide la permeacion del compuesto al interior del compartimento basolateral. Esto se realiza en el sentido inverso (de
basolateral a apical) para investigar el transporte activo. Se usa CL-EM/EM para cuantificar los niveles tanto de
compuestos de prueba como control patron (tal como propanolol y acebutolol).

Evaluacion in vivo de la farmacocinética

También pueden usarse ensayos in vivo para medir la biodisponibilidad de un compuesto. Generalmente, un
compuesto se administra a un animal de prueba (por ejemplo ratén o rata) tanto por via intravenosa (i.v.) como por
via oral (v.0.) y se extraen muestras de sangre a intervalos regulares para examinar como varia la concentracién
plasmatica del farmaco a lo largo del tiempo. Puede usarse la evolucion en el tiempo de la concentracion plasméatica
a lo largo del tiempo para calcular la biodisponibilidad absoluta del compuesto como porcentaje usando modelos
convencionales. A continuacion se describe un ejemplo de un protocolo tipico.

Se administré a ratones 1, 10 6 100 mg/kg del compuesto de la invencién o el compuesto original por via i.v. o por
v.0. Se extraen muestras de sangre a 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 420 y 2880 minutos y se
determina la concentracidon del compuesto de la invencién o el compuesto original en la muestra mediante HPLC.
Entonces pueden usarse la evolucion en el tiempo de las concentraciones plasmaticas para obtener parametros
clave tales como el &rea bajo la curva de concentracion plasmética-tiempo (AUC — que es directamente proporcional
a la cantidad total de farmaco sin cambiar que alcanza la circulacion sistémica), la concentracion plasméatica del
farmaco méaxima (pico), el tiempo en que se produce la concentracion plasmatica del farmaco maxima (tiempo de
pico); los factores adicionales que se usan en la determinacion precisa de la biodisponibilidad incluyen: la semivida
terminal del compuesto, el aclaramiento corporal total, el volumen de distribucién en estado estacionario y % de F.
Entonces se analizan estos parametros mediante métodos compartimentales y no compartimentales para dar una
biodisponibilidad en porcentaje calculada, para un ejemplo de este tipo de método véase Egorin et al. 2002, y
referencias en el mismo.

Evaluacion in vivo de farmacocinética oral e intravenosa (método especifico)

Para determinar analogos de sangliferina, se analiza sangre completa. Los compuestos se formulan en el 5% de
etanol / el 5% de Cremophor EL / el 90% de solucién salina para administracion tanto por v.0. como por via i.v. Se
administra a grupos de 3 ratones CD1 macho o bien 1 mg/kg por via i.v. o bien 5 6 10 mg/kg por v.0. Se extraen
muestras de sangre (40 ul) a través de la vena safena, antes de la administracion y a las 0,25, 0,5, 2, 8 y 24 horas, y
se diluyen con una cantidad igual de dH,O y se colocan en hielo seco inmediatamente. Se almacenan las muestras
a -70°C hasta el analisis. Se determina la concentracion del compuesto de la invencidon o compuesto original en la
muestra mediante CL-EM tal como sigue: se afiaden 20 ul de sangre:H,O (1:1, v/v)/muestra PK con 20 ul de patron
interno (hidroximacrociclo, 6) a 20 ul de disolucién de trabajo 100 ng/ml/MeOH y 150 ul de ACN, se agita con voértex
durante 1 minuto a 1500 rpm, y se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min. Entonces se inyecta el sobrenadante en
CL-EM/EM. Se representa graficamente la evolucion en el tiempo de las concentraciones en sangre y se usa para
obtener el area bajo la curva de concentracion en sangre completa-tiempo (AUC — que es directamente proporcional
a la cantidad total de farmaco sin cambiar que alcanza la circulacion sistémica). Estos valores se usan para generar
parametros PK cuando sea posible.

Evaluacion in vitro de la citotoxicidad

Se hacen crecer células Huh-7 y HepG2 obtenidas de la ATCC en medios esenciales modificados por Dulbecco
(DMEM) que contienen suero bovino fetal (FBS) al 10%, penicilina-estreptomicina (pen-estrep) al 1% y glutamina al
1%; mientras que se hacen crecer células CEM (células de leucemia de células T humanas obtenidas de la ATCC)
en medio RPMI 1640 con FBS al 10%, pen-estrep al 1% y glutamina al 1%. Se aislan CMSP humanas recientes de
sangre completa obtenida al menos de dos donantes examinados normales. Brevemente, las células de sangre
periférica se sedimentan/lavan 2-3 veces mediante centrifugacién a baja velocidad y resuspension en PBS para
eliminar las plaquetas contaminantes. Las células sanguineas lavadas se diluyen entonces 1:1 con solucién salina
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tamponada con fosfato de Dulbecco (D-PBS) y se estratifican sobre 14 ml de medio de separacion de linfocitos
(LSM; crecimiento celular realizado por Mediatech, Inc.; densidad 1,078+/- 0,002 g/ml; N.° de catalogo 85-072-CL)
en un tubo de centrifuga de 50 ml y se centrifugan durante 30 minutos a 600 X g. Se aspiran suavemente las CMSP
dispuestas en bandas de la superficie de contacto resultante y posteriormente se lavan 2X con PBS mediante
centrifugacion a baja velocidad. Tras el lavado final, se cuentan las células mediante exclusién con azul de tripano y
se resuspenden a 1 x 10" células/ml en RPMI 1640 complementado con suero bovino fetal (FBS) al 15%, L-
glutamina 2 mM, PHA-P 4 pg/ml. Se permite incubar las células durante 48-72 horas a 37°C. Tras la incubacion, se
centrifugan las CMSP y se resuspenden en RPMI 1640 con FBS al 15%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, gentamicina 10 pg/ml e IL-2 humana recombinante 20 U/ml.

Se evalla la citotoxicidad del compuesto sometiendo a prueba concentraciones semilogaritmicas de cada
compuesto por triplicado contra las células descritas anteriormente. El medio que contenia células solo sirve como
control celular (CC). Se siembran células Huh-7 y HepG2 en placas de 96 pocillos a una concentracion de 5 x 10°
células por pocillo. Al dia siguiente, se aspiran los medios y se afiaden 100 ul de medios correspondientes que
contienen FBS al 5%. Se preparan diluciones del farmaco de prueba a una concentracion 2X en tubos de
microtitulacion y se colocan 100 ul de cada concentracion en los pocillos apropiados en un formato convencional.
Tras 72 horas, se procesan las células para la evaluacion de la citotoxicidad.

Se diluyen CMSP en medio reciente y se siembran en los pocillos interiores de una microplaca de 96 pocillos de
fondo redondo a 5 x 10* células/pocillo en un volumen de 100 |. De manera similar, se siembran en placa células
CEM a 1 x 10* células/pocillo. Entonces, se afiaden 100 pl de preparaciones 2X de los farmacos de prueba en los
pocillos apropiados en un formato convencional. Se mantienen los cultivos durante de seis a siete dias y entonces
se procesan para la determinacién de la citotoxicidad.

La citotoxicidad se determina usando el kit de ensayo de integridad de membrana homogéneo CytoTox-ONE™
(Promega). El ensayo mide la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) de células con membranas dafiadas en un
formato fluorométrico homogéneo. La LDH liberada al medio de cultivo se mide con un ensayo enzimatico acoplado
gue da como resultado la conversion de resazurina en un producto de resorufina fluorescente. La cantidad de
fluorescencia producida es proporcional al numero de células lisadas. Se aplican seis concentraciones diluidas en
serie de cada compuesto a las células para obtener cuando sea aplicable los valores de CT50 (concentracién toxica
del farmaco que disminuye la viabilidad celular en un 50%) y CT90 (concentracion tdxica del farmaco que disminuye
la viabilidad celular en un 90%).

Evaluacion in vitro de la inhibicion de transportadores MDR1 y MRP2

Para evaluar la inhibicién y la activacion de los transportadores MDR1 (glicoproteina P 1) y MRP2, puede usarse un
ensayo de ATPasa in vitro de Solvo Biotechnology Inc. (Glavinas et al., 2003). Se incuban los compuestos (a 0,1, 1,
10 y 100 uM) con vesiculas de membrana MDR1 o MRP2 tanto en ausencia como en presencia de vanadato para
estudiar la posible activacion de ATPasa. Ademas, se realizan incubaciones similares en presencia de
verapamilo/sulfasalazina con el fin de detectar la posible inhibicion de la actividad ATPasa del transportador. La
actividad ATPasa se mide cuantificando el fosfato inorganico espectrofotométricamente. La activacion se calcula a
partir del aumento sensible a vanadato en la actividad ATPasa. La inhibicion se determina mediante la disminucion
en la actividad ATPasa mediada por verapamilo/sulfasalazina.

Evaluacién in vitro de la inhibicién de transportadores Pgp usando células MDCK

Para evaluar la inhibicion del transportador glicoproteina P (Pgp/MDR1), se usé un ensayo de ATPasa in vitro de
Cyprotex. Se usaron células MDR1-MDCK obtenidas del NIH (Rockville, MD, EE.UU.). Tras el cultivo, se prepararon
las monocapas aclarando las superficies tanto basolateral como apical dos veces con tampén a pH 7,4 y 37°C.
Entonces se incubaron las células con tampén a pH 7,4 en los compartimentos tanto apical como basolateral
durante 40 min a 37°C y el 5% de CO; con una humedad relativa del 95% para estabilizar los parametros
fisiolégicos. Para el estudio de apical a basolateral (A-B), se retir6 el tampén a pH 7,4 del compartimento apical y se
sustituyd por disoluciones de dosificacion de loperamida antes de colocarse en las placas “complementarias”. Se
prepararon las disoluciones diluyendo loperamida en DMSO con tampo6n para dar una concentracion final de
loperamida de 5 uM (la concentracion final de DMSO se ajusta al 1%). También se incluy6 el marcador de integridad
fluorescente amarillo Lucifer en la disolucion de dosificacion. Se realizé el experimento en presencia y ausencia del
compuesto de prueba (aplicado a los compartimentos tanto apical como basolateral). Para el estudio de basolateral
a apical (B-A), se colocd el sustrato de la glicoproteina P, loperamida (concentraciéon final = 5 puM) en el
compartimento basolateral. Se realiz6 el experimento en presencia y ausencia del compuesto de prueba (aplicado a
los compartimentos apical y basolateral). Se llevaron a cabo incubaciones en una atmésfera del 5% de CO, con una
humedad relativa del 95% a 37°C durante 60 min. Tras el periodo de incubacién, se retiré la placa complementaria y
se diluyeron las muestras apical y basolateral para su andlisis mediante CL-EM/EM. Se realizé una Unica
determinacién de cada concentracion de compuesto de prueba. En cada placa, también se examin6 un inhibidor de
control positivo. Se evalu6 el compuesto de prueba a 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 y 50 uM. Se comprobo la integridad de las
monocapas a lo largo de todo el experimento monitorizando la permeaciéon de amarillo Lucifer usando analisis
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fluorimétrico. Tras el analisis, se calculd una Clsg (es decir, concentracién de inhibidor (farmaco de prueba) que logra
la mitad del efecto de inhibiciobn maxima).

Evaluacion in vitro de inhibicion de transportadores de captacion

Para evaluar la inhibicion de los transportadores de captacion OAT1B1 y OAT1B3, se usO un ensayo de
transportador de captacion in vitro de Solvo Biotechnology Inc. Se realizaron experimentos de captacién con articulo
de prueba (AP) a 0,068, 0,2, 0,62, 1,8, 5,5, 16,7 y 50 uM, en células CHO que expresan de manera estable los
transportadores SLC humanos OATP1B1 y OATP1B3. Se uso6 la linea celular parental CHO-K como control
negativo. Se sembraron en placa células (1 x 10° en 200 ul de mezcla 1:1 de medio de Eagle modificado por
Dulbecco y DMEM-F12 de Ham (F-12, Lonza, Nueva Jersey, EE.UU.) complementado con butirato de sodio 5 mM)
en placas de cultivo tisular de 96 pocillos convencionales y se incubaron 24 horas antes del experimento a 37°C en
una atmésfera del 5% de CO; y el 95% de aire. Antes de los experimentos, se aspiré el medio mediante succion a
vacio, se lavaron las células con 2 x 100 pul de tampdn de Krebs-Henseleit, pH 7,3 (preparado a partir de Sigma
chemicals, Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Se llevaron a cabo los experimentos de captacién a 37°C en 50 ul de
tampodn de Krebs-Henseleit (pH 7,3) que contenia el sustrato de sonda y el AP o disolvente, respectivamente. La
concentracion del disolvente organico fue igual en cada pocillo y no super6 el 1% v/v. El sustrato de sonda para el
ensayo de OATP1B1 fue E3S (0,1 uM) y para el ensayo de OATP1B3 fue Fluo-3 (10 uM). Se determind la cantidad
translocada de sustrato de sonda para cada pocillo en cpm. Se calcularon las actividades relativas a partir de la
ecuacion:

% de actividad = (A-B)/(C-D)x100

En la que A= cantidad translocada de sustrato en presencia de AP en células transfectadas, B= cantidad translocada
de sustrato en presencia de AP en células parentales, C= cantidad translocada de sustrato en presencia de
disolvente en células transfectadas y D= cantidad translocada de sustrato en presencia de disolvente en células
parentales. La Clso se definid como la concentracion de AP necesaria para inhibir el transporte del sustrato de sonda
en un 50%. La Clso se obtuvo de la ecuacion logistica de tres parametros; una curva ajustada en la representacion
grafica de la actividad relativa frente a la concentracion de AP mediante regresion no lineal.

Evaluacion in vitro de inhibicion de transportadores de flujo de salida

Para evaluar la inhibicién de los transportadores de flujo de salida MRP2, MRP3 y BSEP, se us6 un ensayo de
transportador vesicular in vitro de Solvo Biotechnology Inc. Se incubaron los articulos de prueba (AP) (a 0,068, 0,2,
0,62, 1,8, 5,5, 16,7 y 50 uM) con vesiculas de membrana de transportador de flujo de salida (Solvo Biotechnology
Inc.) tanto en ausencia como en presencia de ATP 4 mM para distinguir entre captacion mediada por transportador y
difusion pasiva de AP al interior de las vesiculas. En el caso de los transportadores MRP2 y MRP3, se llevaran a
cabo las reacciones en presencia de glutation 2 mM. Se preincubaron las mezclas de reaccién durante diez minutos
a 37°C. Se iniciaron las reacciones mediante la adicién de 25 pl de MgATP 12 mM (concentracion final de 4 mM en
el ensayo) o tampdn de ensayo para los controles de fondo. Se detuvieron las reacciones afiadiendo 200 pl de
tampon de lavado helado y seguido inmediatamente por filtracion en filtros de fibra de vidrio en un formato de 96
pocillos (placa de filtro). Se afiadi6 tampén de centelleo a la placa de filtro lavada y secada y posteriormente se
realizé el recuento de centelleo. Se sometieron los sustratos de sonda a taurocolato (2 pM) para las vesiculas de
BSEP y a E»17BG (1 uM) para las vesiculas de MRP2 y MRP3. Para todos los pocillos, se determiné la cantidad
translocada del sustrato de sonda en unidades de cpm. Se calcularon las actividades relativas con la siguiente
ecuacion:

% de actividad = (A-B)/(C-D)x100, en la que A= cantidad translocada de sustrato en presencia de AP y ATP, B=
cantidad translocada de sustrato en presencia de AP, C= cantidad translocada de sustrato en presencia de
disolvente y ATP y D= cantidad translocada de sustrato en presencia de disolvente. La Clsp se defini6 como la
concentracion de AP necesaria para inhibir el transporte del sustrato de sonda en un 50%. La Clsp se obtuvo de la
ecuacion logistica de tres parametros; una curva ajustada en la representacion gréfica de la actividad relativa frente
a la concentracion de AP mediante regresion no lineal.

Ensayo in vitro para evaluar la actividad antiviral contra VIH

Puede someterse a prueba la eficacia antiviral contra VIH tal como sigue: Se aislan macréfagos y linfocitos T CD4+
derivados de sangre tal como se describié anteriormente (Bobardt et al., 2008). Brevemente, se purificaron CMSP
humanas de sangre reciente obteniendo bandas en Ficoll-Hypaque (30 min, 800 g, 25°C). Se purificaron células T
CD4+ humanas a partir de las CMSP mediante seleccion positiva con perlas Dynabead anti-CD4 y posterior
liberacion usando Detachabead. Se cultivaron las células en medio RPMI 1640 (Invitrogen) complementado con FCS
al 10%, MEM-aminoacidos, L-glutamina, MEM-vitaminas, piruvato de sodio y penicilina mas estreptomicina y se
activaron posteriormente con el superantigeno bacteriano enterotoxina B de Staphylococcus (SEB; 100 ng/ml) y
células CMSP destruidas con mitomicina C de otro donante (razon de células CMSP:CD4 10:1). Tres dias tras la
estimulacién, se repartieron las células 1:2 en medio que contenia IL-2 (concentracion final 200 unidades/ml).
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Entonces se repartieron los cultivos 1:2 cada 2 dias en medio de IL-2 y se infectaron con VIH a los 7 dias tras la
estimulacion. Para generar macréfagos humanos primarios, se purificaron monocitos a partir de CMSP humanas
mediante seleccién negativa y se activaron y se cultivaron a una concentracion celular de 10%ml en DMEM,
complementado con FCS al 10%, MEM-aminoécidos, L-glutamina, MEM-vitaminas, piruvato de sodio y penicilina
(100 unidades/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-
CSF) humano recombinante 50 ng/ml y se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humidificada complementada con
el 5% de CO,. Para obtener macréfagos derivados de monocitos, se permitié que las células se adhirieran al plastico
y se cultivaron durante 6 dias para permitir la diferenciacion.

Se incubaron células HelLa CD4+, células de Jurkat, linfocitos T de sangre periférica CD4+ activados y macréfagos
(500.000 células/100 pl) con pNL4.3GFP (virus X4) o pNL4.3-BalL-GFP (virus R5) (100 ng de p24) en presencia de
concentraciones crecientes del articulo de prueba. Cuarenta y ocho horas después, se puntué la infeccién
analizando el porcentaje de células positivas para GFP mediante FACS y se calcul6 la CEsp.

Ensayo in vitro para evaluar la actividad antiviral contra VHB

Puede someterse a prueba la eficacia antiviral contra VHB tal como sigue: Se siembran en placa células HepG2
2.2.15 en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Tras 16-24 horas, se lava la monocapa confluente de células
HepG2 2.2.15 y se sustituye el medio por medio completo que contiene diversas concentraciones de un compuesto
de prueba por triplicado (por ejemplo, seis concentraciones semilogaritmicas). Tres dias después, se sustituye el
medio de cultivo por medio reciente que contiene los compuestos de prueba diluidos de manera apropiada. Seis dias
tras la administracion inicial del compuesto de prueba, se recoge el sobrenadante del cultivo celular, se trata con
pronasa y luego se usa en un ensayo de qPCR TagMan cuantitativo en tiempo real. Se detecta el ADN de VHB
amplificado por PCR en tiempo real monitorizando los aumentos en las sefiales de fluorescencia que resultan de la
degradacion exonucleotidica de una molécula de sonda fluorescente extinguida que se hibrida con el ADN de VHB
amplificado. Para cada amplificacion por PCR se genera simultineamente una curva patron usando diluciones de
ADN de VHB purificado. Se calcula la actividad antiviral a partir de la reduccién en los niveles de ADN de VHB (Clso).
Entonces se emplea un ensayo de captacion de colorante para medir la viabilidad celular, que se usa para calcular
la toxicidad (CTso). Se calcula el indice terapéutico (IT) como CTso/Clso.

Ensayo de reaccion linfocitaria mixta (MLR) in vitro para la evaluacion de la actividad inmunosupresora

Se someti6 a prueba la actividad inmunosupresora tal como sigue: Se purificaron poblaciones de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de la sangre de dos donantes voluntarios no relacionados normales (A
y B), usando centrifugacion en Histopaque. Se contaron las células y se sembraron en placa a 1 x 10° células por
pocillo en placas de 96 pocillos en medios RPMI, con complementos y suero de AB humano al 2%.

Las condiciones de cultivo incluyeron: poblaciones de células A y B solas y poblacién de células A y B mixta en
ausencia o presencia de compuestos de prueba, cada uno a 6 concentraciones diferentes. Se sometieron a prueba
los compuestos a dosis que oscilaban entre 10 uM y 0,0001 puM en incrementos de 1 log. Los pocillos control
contenian una concentracion comparable de vehiculo (DMSO al 0,5%) a la presente en los pocillos con compuesto
de prueba. Se establecieron los cultivos por triplicado en una placa de 96 pocillos y se incubaron a 37°C en el 5% de
CO; en una atmésfera humidificada. Se afadié 3H-timidina en el dia 6 tras establecer el ensayo y se recogieron 24 h
después. Entonces se compararon los niveles de proliferacién entre las diferentes condiciones de cultivo.

Se calculé la capacidad de cada dilucion de compuesto de prueba para inhibir la proliferaciéon en la MLR como
inhibicién en porcentaje. Esto permitié una estimacion de la Clsp (concentracion de compuesto de prueba que dio
como resultado una reduccion del 50% de los recuentos por minuto). Con el fin de calcular la Clsg, se transformé el
eje X en una escala logaritmica. Se us6 regresion no lineal para ajustar a los puntos de datos medios. Se seleccion6
una pendiente variable sigmoidea.

Analisis de ELISA de la interaccién Cyp-NS5A.

Se us0 este ensayo para medir la alteracion de complejos Cyp-NS5A, lo que puede usarse para mostrar la potencia
de interaccién con ciclofiina D. Brevemente, se llevd a cabo la produccién y purificacion de las proteinas
recombinantes GST, GST-CypD y Conl NS5A-His tal como se describié anteriormente (Chatterji et al., 2010). Se
recubrieron placas en tiras de 8 pocillos Nunc MaxiSorb con GST o GST-CypD durante 16 h a 4°C y se bloquearon.
Se afadi6 NS5A-His recombinante (1 ng/ml) a los pocillos en 50 pl de tampdén de unién (Tris 20 mM, pH 7,9, NaCl
0,5 M, glicerol al 10%, DTT 10 mM y NP-40 al 1%) durante 16 h a 4°C. Se detect6 posteriormente NS5A-His
capturada usando anticuerpos de ratén anti-His (1 pg/ml) (anti-6xHis, Clontech) y anticuerpos de conejo anti-
fosfatasa-peroxidasa del rdbano (HRP) de ratén (dilucion 1:1000). Todos los experimentos se realizaron dos veces
usando dos lotes diferentes de proteinas recombinantes CypD y NS5A.

Analisis anti-PPlasa de la inhibicion de ciclofilina

Se describe una metodologia alternativa para analizar la interaccion con ciclofilinas tal como sigue: Se determiné la
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actividad PPlasa de CypA o D recombinante, producida por la escisién por trombina de GST-CypA o D, siguiendo la
tasa de hidrélisis de N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida mediante quimiotripsina. La quimiotripsina sélo
hidroliza la forma trans del péptido, y la hidrélisis de la forma cis, cuya concentracion se maximiza usando una
disolucion madre disuelta en trifluoroetanol que contiene LiCl 470 mM, esté limitada por la tasa de isomerizacion cis-
trans. Se equilibré CypA o D durante 1 h a 5°C con el articulo de prueba seleccionado usando una concentracion de
farmaco que oscila entre 0,1 y 20 nM. La reaccion comenz6é mediante la adicién del péptido, y se monitorizd
espectrofotométricamente el cambio en la absorbancia a 10 puntos de datos por segundo. Se restaron las tasas de
hidrélisis del blanco (en ausencia de CypA o D) de las tasas en presencia de CypA o D. Se analizaron las tasas
iniciales de la reaccion enzimatica mediante analisis de regresion de primer orden de la evolucion en el tiempo del
cambio en la absorbancia.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Construcciéon de un mutante de delecion de sfaA de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954)
1.1 Construccion del constructo de delecion de sfaA

Se escindio el fragmento de EcoRV-Stul de ~7 kb del césmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) que engloba sfaA (posicion
de nucledtido 14396-21362, numero de registro de secuencia de NCBI, FJ809786) mediante digestion con EcoRV y
Stul y se ligd el fragmento aislado resultante directamente en pKC1139 que se habia digerido previamente con
EcoRV y se tratd con fosfatasa alcalina de gamba (Roche). Este plasmido se denomin6 pSGK268.

Se realiz6 una delecidon en marco del gen sfaA contenido dentro de este clon usando el kit de recombinacion Red/ET
suministrado por Gene Bridges (nimero de catalogo K0O06).

(SEQ ID NO. 1) SfaA17161f 5'-
CGCTCTGTGGCGCCTGGTTTCCAAGCGGCTCGCGGACCGGCACCGGCACATGCATAATTA
ACCCTCACTAAAGGGCG-3

(SEQ ID NO. 2) SfaA17825r §5'-
TGGATGTATCGTCGCAGGACGCCCAGAATTCACCTGCGACGTCCTCCAGATGCATTAATAC
GACTCACTATAGGGCTC-3

Se usaron dos oligonucledtidos, SfaA17161f y SfaA17825r para amplificar el marcador de neomicina del ADN de
molde FRTPGK-gb2-neo-FRT suministrado en el kit usando la ADN polimerasa de KOD. Se aisl6 el producto
amplificado resultante de ~1,7 kb mediante electroforesis en gel y se purific del gel con resina QiaEX.

Se transformo el plasmido pSGK268 en E. coli DH10B usando técnicas convencionales y se seleccioné en placas
gue contenian apramicina (50 pg/ml). La introduccion del constructo de delecion se realizé esencialmente siguiendo
el protocolo del kit de Gene Bridges. Se hizo crecer una Unica colonia durante la noche en 2TY-apramicina
(50 png/ml) y se transformé con el plasmido pRedET (tet) y se selecciond en apramicina (50 pg/ml) y tetraciclina
(3 ng/ml) a 30°C. Se us6 una Unica colonia para preparar un cultivo durante la noche de esta cepa en 3 ml de 2TY-
apramicina (50 pg/ml) y tetraciclina (3 pg/ml) a 30°C. Se usaron 0,5 ml de este cultivo para inocular 10 ml de 2TY-
apramicina (50 pg/ml) y tetraciclina (3 pg/ml) a 30°C y se hicieron crecer hasta una DOgoonm ~0,5. Se transfirieron
1,4 ml de este cultivo a cada uno de 2 tubos Eppendorf y se afiadieron 50 ul de arabinosa al 10% a un tubo para
inducir la expresion de las proteinas de recombinacion Red/ET. Se agitaron los tubos durante ~1 hora a 37°C. Se
sedimentaron las células inducidas y no inducidas en una centrifuga de sobremesa y se lavaron dos veces con agua
estéril fria, resuspendiendo y centrifugando para sedimentar las células cada vez. Se suspendieron los sedimentos
resultantes en aproximadamente 30-40 pl de agua y se mantuvieron en hielo. Se afiadio el fragmento de alteracion
de 1,7 kb aislado previamente a los tubos inducidos y no inducidos y se transfiri6 a electrocubetas de 1 mm de
Biorad en hielo. Se sometieron las muestras a electroporacion (micropulsador de Biorad a 1,8 kV, constante de
tiempo resultante ~4 ms) y se afiadié 1 ml de 2TY (sin antibiéticos) y se mezclé para retirar las células de la cubeta.
Se incubaron las células durante ~3 horas a 37°C con agitacion (1100 rpm, termomezclador compacto Eppendorf)
antes de sembrar en placas con 2TY que contenia apramicina 50 ug/ml y kanamicina 25 pg/ml y se incubaron
durante la noche a 37°C. Se dispusieron las colonias de las placas de muestra inducidas en franjas sobre placas con
2TY que contenia kanamicina a 50 ug/ml para purificar y confirmar la introduccién del casete de resistencia a
kanamicina. Se us6 PCR en colonias de bacterias individuales para confirmar la introduccién del casete. Se
prepararon plasmidos a partir de estos cultivos y se digirieron para confirmar el pldsmido esperado pSGK270.
Entonces se digirieron los plasmidos con Nsil para eliminar el fragmento marcador, y se volvi6 la ligar el resto para
producir el constructo de delecién en marco de sfaA pSGK271.
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1.2 Conjugacion de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) e introduccion de una delecion de sfaA

Se transformd el pladsmido pSGK271 en E. coli ET12567 pUZ8002 usando técnicas convencionales y se selecciono
en placas con 2TY que contenia apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol (10 ug/ml). Se inocul6
la cepa resultante en 3 ml de 2TY liquido que contenia apramicina (50 pg/ml), kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol
(10 pg/ml) y se incubd durante la noche a 37°C, 250 rpm. Se usaron 0,8 ml de este cultivo para inocular 10 ml de
2TY liquido que contenia apramicina (50 pg/ml), kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol (10 pg/ml) en un tubo Falcon
de 50 ml y se incub6 a 37°C, 250 rpm, hasta que se alcanz6 una DOgoonm ~0,5. Se centrifugd el cultivo resultante a
3500 rpm durante 10 minutos a 4°C, se lav6é dos veces con 10 ml de medios 2TY usando centrifugaciéon para
sedimentar las células tras cada lavado. Se resuspendié el sedimento resultante en 0,5 ml de 2TY y se mantuvo en
hielo antes de su uso. Se cronometrd este procedimiento para que coincidiera con la preparacion completa de
esporas de Streptomyces descrita a continuacion.

Se recogieron esporas de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (Biot-4370) de una placa confluente de 1-2
semanas resuspendiendo en ~3 ml de glicerol al 20%. Se centrifugaron las esporas (5000 rpm, 10 minutos a
temperatura ambiente) y se lavaron dos veces con tampén TES 50 mM antes de resuspender en 1 ml de tampén
TES 50 mM vy repartir entre 2 tubos Eppendorf. Se sometieron a choque térmico estos tubos a 50°C durante 10
minutos en un bafio de agua antes de afiadir 0,5 ml de 2TY e incubar en un termomezclador compacto Eppendorf a
37°C durante 4-5 horas.

Se mezclaron las E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 y Biot-4370 preparadas a razones de 1:1 (250 nul de cada
cepa) y 1:3 (100 pl de E. coli) y se extendieron inmediatamente sobre placas R6 y se transfirieron a un incubador a
37°C. Tras aproximadamente 2 horas de incubacion se recubrieron estas placas con 2 ml de agua estéril que
contenia acido nalidixico para dar una concentracion final en placa de 25 ug/l. Se devolvieron las placas al incubador
a 37°C durante la noche antes de recubrir con 2 ml de agua estéril que contenia apramicina para dar una
concentracion final en placa de 20-25 pg/l. Se dispusieron en parches las colonias exconjugantes que aparecieron
tras ~4-7 dias en medios ISP4 que contenian apramicina (25 pg/L) y &cido nalidixico (25 pg/L) y se incubaron a
37°C. Una vez que se observé crecimiento micelial adecuado, se volvieron a disponer en parches las colonias en
medios ISP4 que contenian apramicina (25 pg/L) a 37°C y se permitid que esporularan. Entonces se subcultivaron
las cepas tres veces (para promover la eliminacion del plasmido sensible a temperatura) disponiendo en parches en
ISP4 (sin antibiotico) e incubando a 37°C durante 3-4 dias. Finalmente se dispusieron en parches las cepas en ISP4
y se incubaron a 28°C para permitir la esporulacion completa (5-7 dias). Se recogieron las esporas y se realizaron
diluciones en serie en placas con ISP4 a 28°C para permitir la seleccion de colonias individuales. Se dispusieron en
parches doblemente las colonias individuales esporuladas en placas con ISP4 con o sin apramicina (25 ng/l) para
confirmar la pérdida del plasmido y se permitié que crecieran ~7 dias antes de someter a prueba la produccion de
sangliferinas.

1.3 Examen de cepas para la produccion de sangliferinas en tubos Falcon

Se us6 un Unico tapdn de agar de ~7 mm de una cepa bien esporulada para inocular 7 ml de medios SM25-3
estériles y se incubd a 27°C, 200 rpm, en un agitador con un desplazamiento vertical de 2". Tras 48 horas de
crecimiento, se transfirieron 0,7 ml de este cultivo a un tubo Falcon esterilizado que contenia 7 ml de medios SGP2
con resina HP20 al 5%. Se hicieron crecer los cultivos a 24°C, 300 rpm, en un incubador con agitacién con
desplazamiento vertical de 1 pulgada durante 5 dias antes de la recogida. Se retiraron 0,8 ml de cultivo bacteriano y
se afiadieron alicuotas a un tubo Eppendorf de 2 ml, asegurandose de la dispersién adecuada de la resina por todo
el cultivo antes de afiadir las alicuotas. Se afiadieron 0,8 ml de acetonitrilo y 15 ul de acido férmico y se mezclé el
tubo durante aproximadamente 30 minutos. Se aclar6é la mezcla mediante centrifugacion y se retiraron 170 ul del
extracto en un vial de HPLC y se analizaron mediante HPLC.

1.4 Andlisis de las cepas para determinar la reversion al tipo natural o fenotipo de sfaA.

Se analizaron extractos de cepas mediante HPLC. Las cepas que producian sangliferina A y B no se analizaron
adicionalmente, ya que habian revertido al tipo natural. Las cepas que carecian de produccion de sangliferina Ay B
mostraron pequefios niveles (~1-2 mg/l) de un pico con un tiempo de retencion de 6,5 minutos que presento la
sangliferina como un croméforo. El analisis mediante CL-EM indicé que este pico tenia una m/z 1073, -16 unidades
de la m/z esperada de sangliferina. Se postuld que este pico se debia a la incorporacién de fenilalanina en ausencia
de meta-hidroxitirosina.

Posteriormente se hicieron crecer de nuevo ocho cepas que mostraron pérdida de produccién de sangliferina para
evaluar si la posible mutacién de sfaA podia complementarse quimicamente permitiendo un procedimiento
mutasintético para obtener sangliferinas novedosas. Se hicieron crecer las cepas en medios de siembra SM25-3
durante 48 horas antes de transferir a los medios de produccién SGP2 con resina al 5%. Tras un crecimiento
adicional de 24 horas se alimentaron las cepas por triplicado con DL-meta-hidroxitirosina 2 mM (adicion de 100 ul de
una disolucién 0,16 M en HCI 1 M) o L-fenilalanina 2 mM con una cepa no alimentada usada como control. También
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se alimentd a las cepas con acido pipecdlico (2 mM) en metanol) para potenciar los rendimientos de producto. Se
recogieron las cepas tras un crecimiento adicional de 4 dias y se extrajeron y analizaron mediante HPLC. Se mostro
que la meta-hidroxitirosina complementaba completamente la mutacion de sfaA y la adicién de L-fenilalanina
aumentaba los niveles del compuesto -16 uma. Se eligié la cepa Biot-4585 para estudiar adicionalmente como
mutante de delecién de sfaA.

Ejemplo 2 — Otros métodos para la construccion del constructo de delecion de sfaA

Pueden usarse otros métodos para generar mutantes de delecién de sfaA. Los ejemplos incluyen mutantes de
inactivacion por insercion de sfaA (tal como ejemplo 12 del documento WO2010/034243). Esta cepa se genero tal
como se describe en el documento W02010/034243, y se le dio la designacion de cepa BIOT-4452.

En un procedimiento alternativo para generar la delecién de sfaA, se usan dos oligonucle6tidos
15209F 5'-CAGAGAATTCGCGGTACGGGGCGGACGACAAGGTGTC-3' (SEQ ID NO. 4) y
17219R 5-GCGCATGCATGTGCCGGTGCCGGTCCGCGAGCCGCTTGG-3' (SEQ ID NO. 5)

para amplificar una region de homologia en el sentido de 5’ usando el césmido TL3006 (SEQ ID NO. 3) como molde
y la ADN polimerasa de KOD. Se trata el producto amplificado con la polinucleétido cinasa de T4 (NEB) y se clona
en pUC18 que se ha desfosforilado mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de gamba (Roche). Se comprueba el
constructo resultante mediante digestion de restriccion y se secuencia completamente para garantizar que se genera
la secuencia deseada y que no se han introducido errores durante la amplificacion con polimerasa. Se digiere este
constructo con EcoRI y Nsil y se analizan los productos mediante electroforesis en gel. Se escinde la banda que
contiene la secuencia deseada (es decir homologia en el sentido de 5 de ~2 kb) del gel y se purifica usando
procedimientos convencionales (resina QiaEX). Se usa una segunda serie de oligonucledtidos:

17766F 5-CCTCATGCATCTGGAGGACGTCGCAGGTGAATTCTGGGCG-3' (SEQ ID NO. 6) y
19763R 5-GGGCAAGCTTCTCCTGGCTGAGCTTGAACATCG-3' (SEQ ID NO. 7)

para amplificar una regién de homologia en el sentido de 3’ usando el c6smido TL3006 (SEQ ID NO. 3) como molde
y la ADN polimerasa de KOD. Se trata el producto amplificado con la polinucleétido cinasa de T4 (NEB) y se clona
en pUC18 que se ha desfosforilado mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de gamba (Roche). Se analiza el
constructo resultante mediante digestion de restriccion y se secuencia completamente para garantizar que se genera
la secuencia deseada y que no se han introducido errores durante la amplificacién con polimerasa. Se digiere este
constructo con Hindlll y Nsil y se analizan los productos mediante electroforesis en gel. Se escinde la banda que
contiene la secuencia deseada (es decir homologia en el sentido de 3' de ~2 kb) del gel y se purifica usando
procedimientos convencionales (resina QiaEX). Se digiere el vector pKC1139 con EcoRI y Hindlll y se aisla el
fragmento de vector grande mediante electroforesis en gel y se purifica mediante métodos convencionales (resina
QiaEX). Entonces se clonan los fragmentos de homologia en el sentido de 5’ y de 3’ aislados en este fragmento de
pKC1139 en una ligacion de tres vias para generar el constructo de delecion de sfaA deseado.

En un procedimiento alternativo adicional para la generacién de un constructo de delecion de sfaA se usa sintesis
génica comercial de constructo de delecién (es decir Genscript u otro proveedor) para generar un constructo que
contiene la secuencia deseada (SEQ ID NO. 8). Se digiere este constructo adquirido usando BamHI y Xbal para
escindir la secuencia de interés y se analizan los productos mediante electroforesis en gel. Se escinde la banda que
contiene la secuencia deseada (~4 kb) del gel y se purifica usando procedimientos convencionales. Se digiere el
vector pKC1139 con BamHI y Xbal y se aisla el fragmento grande mediante electroforesis en gel y se purifica
mediante métodos convencionales. Entonces se ligan entre si los dos fragmentos aislados para generar el
constructo de delecion de sfaA deseado.

Estos constructos de delecion de sfaA alternativos se introducen en Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954)
mediante conjugacion y seleccion para el cruzamiento secundario usando los métodos descritos en el ejemplo 1.2.
El crecimiento y el andlisis de las cepas construidas de esta forma también siguen los métodos descritos en el
ejemplo 1.2.

Ejemplo 3 — Alimentacion en serie de mutante de delecion de sfaA

Se prepararon reservas de esporas de un mutante con alteracion en sfaA (BIOT-4452 o BIOT-4585) tras el
crecimiento en medio MAM, ISP4, ISP3 o ISP2, y se conservaron en glicerol al 20% p/v en agua destilada y se
almacenaron a -80°C. Se prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) inoculando la reserva de esporas (1%
viv) en 7 ml de medio de siembra (medio SM25) en tubos de centrifuga de 50 ml con tapones de espuma. Se
incubaron los tubos de cultivo a 27°C, 250 rpm (desplazamiento vertical de 5 cm) durante 48 h. A partir del cultivo de
siembra se transfirid6 un 10% (v/v) a 7 ml de medio de produccion SGP-2 en tubos de centrifuga de 50 ml con
tapones de espuma. Se llevé a cabo el cultivo a 24°C y 300 rpm (desplazamiento vertical de 2,5 cm). Para la
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produccién de analogos mutasintéticos de sangliferina, se afiadieron 0,05 ml de una disolucién 0,32 M (en HCI 1 N)
del compuesto alimentado (mutasintdn) a cada tubo a las 24 horas tras la inoculacion para dar una concentracion
final de 2 mM. Adicionalmente, se afiadieron 0,05 ml de una disolucién 0,32 M de &cido piperazico (en metanol) a
cada tubo a las 24 horas para dar una concentracion final de 2 mM. Se continué con el cultivo durante cuatro dias
adicionales tras la alimentacion.

Se extrajeron muestras transfiriendo 0,8 ml del caldo completo a un tubo Eppendorf tapado de 2 ml. Se afiadieron
0,8 ml de acetonitrilo, junto con 0,015 ml de &cido férmico. Entonces se agit6 la mezcla durante 30 minutos en un
dispositivo Vibrax. Entonces se centrifugd el tubo a 13000 rpm durante 10 minutos y se retiraron 0,15 ml del
sobrenadante para su andlisis. Se analizaron los extractos tal como se describe en los Métodos generales.

La tabla 1 muestra los mutasintones que se alimentaron de esta forma, junto con los aductos de H+ y Na+ mediante
CL-EM, la masa molecular prevista y el tiempo de retencion de los productos mutasintéticos de sangliferina
observados. Se muestran los picos principales, relacionados con los analogos de sangliferina A. En todos los casos,
también se observaron los picos de CL-EM para los analogos de sangliferina B (Masa - 18).

Tabla 1l
mutasintén alimentado nombre del mutasintén [M-H] [M+Na]” masa tiempo de
observada | observada | molecular | retencién
(m/z) (m/z) (uma) (minutos)
HO CO,H | 4cido 2-amino-3-(3-fluoro-5- | 1106,4 1130,4 1107,4 5,7
hidroxifenil)propanoico
NH,
F
HO CO;Me | 2-amino-3-(3-fluoro-5- 1106,4 1130,4 1107,4 57
hidroxifenil)propionato de
NH, metilo
F

Ejemplo 4 — Aislamiento de 63-fluoro-sangliferina A, compuesto intermedio 14

Se llevo a cabo la fermentacién tal como se describié en los Métodos generales utilizando 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo y acido DL-piperazico como precursores, afiadiéndose ambos a las 26 horas.

Tras la recogida, se reunieron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido formico y se
centrifugaron (3300g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo clarificado. Se deseché el caldo
clarificado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron
las células y la resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recupero el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacion o bien permitiendo que se sedimentara por gravedad.
Entonces se realizé una segunda extraccion con acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se
concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta un volumen acuoso residual a presion reducida y luego
se ajustaron a pH 6. Esto se extrajo dos veces con acetato de etilo y los extractos organicos combinados se llevaron
hasta la sequedad a presion reducida para dar el producto en bruto final (1,3 g).

Se disolvié extracto en bruto (1,3 g) en acetato de etilo (2 ml) y se carg6 en una columna de gel de silice (10 x 2 cm)
acondicionada con acetato de etilo (500 ml). Se eluy6 la columna con acetato de etilo y luego con incrementos
graduales en acetona (10%, 20%, 30%, etc., en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de aproximadamente
250 ml y se identific el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron hasta la sequedad.
Se disolvio este material (278 mg) en metanol (1,8 ml) y se purific6 mediante HPLC preparativa. Se usé una columna
Xterra MSC18 de Waters (10 micrometros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A
fue agua y el disolvente B fue acetonitrilo. Se ejecuto la columna isocraticamente al 50% de B durante 6 minutos tras
la inyeccion seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron las fracciones puras
mediante HPCL-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta la sequedad a presién reducida para
producir el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino (20 mg).

Ejemplo 5 — Sintesis de (2-(1,2-oxazinan-2-il)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo
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Cl 1]
Oy O o A e O A R=0E
_ - _— OEt
HCI
21-1 21-2 21

A una disolucién de 21-1 (ChemcCollect, Alemania) (100 mg, 0,81 mmol), EtsN (246 mg, 2,43 mmol) en DCM seco
(5 ml) se le afadi6 gota a gota cloruro de cloracetilo (138 mg, 1,22 mmol). Se agit6 la mezcla de reacciéon a
temperatura ambiente durante 3 h, se verti6 en agua helada y se extrajo con acetato de etilo. Se lavo la fase
organica con salmuera y se seco sobre Na,SQg, se filtrd, se concentré a vacio. Se usoé el residuo (21-2) para la
siguiente etapa sin purificacion adicional. (123 mg, rendimiento del 90%).

Se agité una mezcla de 21-2 (123 mg, 0,75 mmol) y fosfito de trietilo (250 mg, 1,50 mmol) a 140°C durante 6 h. Se
enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida para
producir 21.

Sintesis alternativa de (2-(1,2-oxazinan-2-il)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo, 21

Ho, .Boc _er > ~F Br B O~NH.Hel
H t-BuOK

21a-1 2122 21a-3

Procedimiento general para la preparacion de 21a-2

HO\N,BOG Br ~~-Br O\N,Boc
H t-BUOK
21a1 21a-2

A una disolucion de t-BuOK (84,0 g, 0,75 mol) en tetrahidrofurano (2,0 I) se le afiadi6 21a-1 (50,0 g, 0,38 mol) en
porciones a temperatura ambiente. Se agitd la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. Se afiadio
1,4-dibromobutano (81,2 g, 0,38 mol) gota a gota a temperatura ambiente. Entonces se agitdé la mezcla a 80°C
durante 16 h. Tras enfriar, se afiadié agua (2000 ml), se extrajo la mezcla con acetato de etilo (2 x 1000 ml). Se sec6
la fase organica combinada sobre Na,SO,4 anhidro durante 16 h, tras filtracion y concentracion, se purifico el residuo
mediante cromatografia en columna en gel de silice (eluyente: éter de petrdleo:acetato de etilo = de 100:1 a 10:1)
para dar 21a-2 (57 g) como un aceite incoloro.

Procedimiento general para la preparaciéon de 21a-3

O. _Boc O.
21a-2 21a-3

A una disolucién de 21a-2 (55 g, 0,29 mol) en terc-butil metil éter, TBME (80 ml) se le afiadié una disolucion de HCI
4 N (600 ml, en TBME) a temperatura ambiente, se agité la mezcla durante 3 h a temperatura ambiente. Se filtro el
sdlido precipitado y se lavé con TBME (50 ml) para dar 21a-3 (30 g) como un solido blanco.

Procedimiento general para la preparacion de 21

33



10

15

20

25

30

ES 25334371713

21a-3
o]
NH .HCI
O\\ /\_(O L/l O\ O
/P\ > ,\ \O
Et0” OEtOH EDCI/HOBT EtO \OEtO
21a-4 21

A una disoluciéon agitada de 21a-4 (35 g, 0,18 mol), hidroxibenzotriazol (HOBT) (29 g, 0,21 mol) y EtsN (71 ml,
0,51 mol) en diclorometano anhidro (550 ml) se le afiadio 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (41 g,
0,21 mol) en porciones a 0°C. Se agito la mezcla de reaccién a 0°C durante 0,5 h, entonces se afiadié 21a-3 (24 g,
0,20 mol) a 0°C y se agitd6 durante 16 h. Entonces la CCF (éter de petréleo/acetato de etilo: 3/1) mostré que la
reaccion estaba completa. En ese momento, se vertié lentamente la mezcla de reaccién en agua (500 ml) con
agitacion vigorosa.

Se extrajo la mezcla con diclorometano (2x200 ml). Se lavo la fase organica combinada con salmuera (2x100 ml), se
secéd con Na,SOg4, se filtr6 y se concentré para proporcionar el producto en bruto. La cromatografia (éter de
petréleo/acetato de etilo, de 100:1 a 10:1) dio 21 (38 g) como un aceite amarillo.

Ejemplo 6 - preparacion del compuesto intermedio 23-3

o~
0. 0 OH
NH O Q KN i
N ] o
NH
HO
73

A una disolucién agitada de 14 (430 mg, 0,38 mmol), (DHQ),PHAL (18,6 mg, 0,024 mmol), tetradxido de osmio
(0,156 ml, 0,012 mmol) en alcohol terc-butilico (2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (74 mg,
0,77 mmol) en 20 ml de alcohol terc-butilico se le afiadié a temperatura ambiente una disolucién de ferricianuro de
potasio (382 mg, 1,16 mmol) y carbonato de potasio (160 mg, 1,16 mmol) en 20 ml de agua, dando como resultado
una emulsion marrén. Tras 2 h, se afiadié una disolucion de sulfito de sodio, y se continud con la agitacién durante
20 min. Se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas
con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida, se
purificaron mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa para producir 23-2 como un sélido blanco.

A una disolucién agitada de 23-2 (240 mg, 0,21 mmol) en 24 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le afiadié
peryodato de sodio (91 mg, 0,42 mmol). Se agit6 la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h, y
entonces se afiadio bicarbonato de sodio saturado acuoso. Se extrajo esta mezcla con tres porciones de acetato de
etilo. Se lavaron las fases organicas combinadas con una porcion de agua y dos porciones de salmuera saturada, se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. Se purificé el residuo
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa para producir 23-3.

Ejemplo 7 - preparacion del compuesto 24
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F . F
A una disolucién de 21 (42 mg, 0,168 mmol) en THF (2,0 ml) se le afiadié NaH (1,2 mg, 0,05 mmol) en THF anhidro
(0,2 ml) a 0°C con agitacién. Entonces se agité la disolucién a 20°C hasta que se volvi transparente. Entonces se
afiadio 23-3 (30 mg, 0,042 mmol) a la disolucion transparente y se agit6é la mezcla a 20°C durante 2 h. Se extinguio
la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavo la fase organica con salmuera y se

secO sobre Na,S0,, se filtrd y se redujo a vacio. Se purifico el residuo mediante HPLC preparativa para obtener 24
como un s6lido blanco amorfo.

Ejemplo 8 - preparacion del compuesto 24 en forma cristalina sélida (forma 1)

Se suspendieron 10 mg de compuesto 24 amorfo en metil isobutil cetona (MIBK) (500 nl, 50 volimenes) y luego se
realizaron ciclos de temperatura entre temperatura ambiente y 40°C cada 4 horas durante un total de 5 dias. Se aislo
el solido resultante eliminando por decantacion el disolvente en exceso seguido por secado a vacio para producir el
compuesto 24 en forma cristalina solida (forma I). El patrén de XRPD de la forma | del compuesto 24 se ilustra en la
figura 2 y los picos y sus intensidades relativas se enumeran en la tabla 2 a continuacion. EI método de obtencion de
los datos de XRPD se describe en los Métodos generales.

Tabla 2
N.° de pico Posicion [°2 Theta] Intensidad relativa [%]

1 6,2097 6,86

2 6,5031 7,76

3 8,2581 27,43
4 8,4838 33,64
5 9,5994 23,88
6 10,0981 8,54
7 11,0546 29,76
8 12,5883 14,81
9 13,1703 7,1

10 13,9184 100

11 14,2891 13,04
12 14,9759 10,37
13 15,3159 5,81
14 16,8844 18,15
15 17,1816 9,72
16 17,7384 53,03
17 18,1703 9,02
18 18,5613 32,19
19 19,0241 52,81
20 19,4201 5,08
21 20,0954 13,7
22 20,449 63,25
23 20,8962 43,44
24 21,1871 15,02
25 21,6388 16,08
26 23,0029 50,8
27 23,2869 17,19
28 23,6883 17,16
29 24,1071 13,7
30 24,2587 19,55
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31 24,9948 13,34
32 25,209 26,16
33 25,9577 10,06
34 26,4298 9,38
35 27,3687 11,1
36 29,0171 7,95
37 29,5603 514
38 30,0609 7,35
39 30,5824 6,5
40 32,1814 4,39
41 32,6521 6,74
42 33,5957 6,6
43 34,7946 9,04

Ejemplo 9 — Datos biolégicos — replicon de VHC y analisis

Se analizaron los compuestos en el ensayo de replicon de genotipo 1b usando células Huh5.2 tal como se describe
en los Métodos generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, DEBIO-025, 2, sangliferina A, 5, y el hidroximacrociclo, 6
como comparacion.

Compuesto CE50 (uM) CC50 (uM) indice de selectividad
(CC50/CE50)
Ciclosporina A, 1 0,62 28 52
DEBIO-025, 2 0,096 11,2 111
Sangliferina A, 5 0,318 9,1 28,7
Hidroximacrociclo, 6 8,4 83,6 9,9
24 0,033 >100 >3030

Tal como puede observarse, el compuesto de la invencion, 24 es significativamente mas potente en el ensayo de
replicén Huh5.2 (tal como se muestra por la baja CEsp), con una selectividad significativamente mejor frente a la
linea celular (tal como se muestra mediante un alto indice de selectividad) en comparacion con CsA, Debio-025, SfA
y el hidroximacrociclo.

Ejemplo 10 — Datos bioldgicos - actividad contra VIH
Se analizaron los compuestos en un ensayo antiviral contra VIH usando células HelLa tal como se describe en los

Métodos generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, DEBIO-025, 2 y los antivirales contra VIH emtricitabina y
tenofovir como comparacion.

Compuesto Células HelLa
CEso (uM)
Ciclosporina A, 1 5,3
DEBIO-025, 2 1,5
Emtricitabina 0,4
Tenofovir 1,05
24 0,13

Tal como puede observarse, el compuesto de la invencion, 24, es significativamente més potente que CsA, DEBIO-
025, emtricitabina y tenofovir en la inhibicion de la infeccion por VIH en este ensayo.

Ejemplo 11 — Datos biolégicos — PK oral e i.v. in vivo en ratén
Para evaluar la farmacocinética de los compuestos en un entorno in vivo, se administraron los compuestos por v.o. a

10 6 5 mg/kg y por via i.v. a 1 mg/kg a grupos de ratones CD1. Se llevaron a cabo analisis farmacocinéticos tal como
se describe en los Métodos generales. Los parametros PK se muestran a continuacion.

Compuesto Nivel de dosis | Aclaramiento | AUCqina pOr v.0.
(mg/kg) (I/h/kg) (ng*h/ml)
Sangliferina A, 5 10 0,054 2332
24 5 0,017 8223

Tal como puede observarse, los compuestos 24 tienen aclaramiento reducido y exposicién oral aumentada (tal como
se muestra mediante una alta AUCsina pOr v.0.), en comparacion con sangliferina A.
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Ejemplo 12 — Datos bhioldgicos - inhibicion de actividad PPlasa de CypA

Para evaluar la inhibicion directa de la peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlasa) de CypA, se usé un método tal
como se describe en los Métodos generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, DEBIO-025, 2 y sangliferina A, 5 como
controles.

Compuesto PPlasa de CypA
Clso (nM)
Ciclosporina A, 1 9,7
DEBIO-025, 2 0,8
Sangliferina A, 5 2,4
24 0,31

Tal como puede observarse, el compuesto de la invencién, 24, inhibe la actividad PPlasa de CypA de manera mas
potente que sangliferina A, DEBIO-025 y ciclosporina A.

Ejemplo 13 — Datos biolégicos - inhibicién de transportadores de bilirrubina
Para evaluar el potencial de inhibicion inespecifica de los transportadores de bilirrubina, que se piensa que es el

motivo de la hiperbilirrubinemia limitante de la dosis observada con DEBIO-025, se llevé a cabo un analisis in vitro
de inhibicién de transportador tal como se describe en los Métodos generales.

Tal como puede observarse, el compuesto de la invencién, 24, muestra mucho menos inhibiciéon de transportadores

Compuesto OATP1B1 | OATP1B3 MRP2 MRP3
Clso (uM) | Clso (uM) | Clso (uM) | Clsg (uM)
Ciclosporina A, 1 0,85 0,13 4,1 3,1
DEBIO-025, 2 0,45 0,19 16,0 >50
24 4,3 1,8 >50 >50

de bilirrubina conjugados y no conjugados en comparacion con DEBIO-025 y ciclosporina A.

Ejemplo 14 — Datos biolégicos - inhibicién de transportadores xenobiéticos

Para evaluar el potencial de las interacciones farmaco-farmaco (DDI) a través de la inhibicion de transportadores
xenobidticos, se llevd a cabo un andlisis in vitro de la inhibicion de glicoproteina P (Pgp/MDR1) y bomba de

exportacion de sales biliares (BSEP) tal como se describe en los Métodos generales.

Compuesto Pgp BSEP
Clso (uM) Clso (uM)
Ciclosporina A, 1 0,73 0,46
DEBIO-025, 2 0,72 0,18
24 >50 12,3

Tal como puede observarse, el compuesto de la invencién, 24, muestra mucho menos inhibiciéon de transportadores
xenobioticos, implicados potencialmente en las interacciones farmaco-farmaco, en comparacion con DEBIO-025 y
ciclosporina A.
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atcecggegag
éggcggcgtc
tgggcaggtc
ggacggcggce
gggtgccgac
tcagcaccgg
gcaccacggg

gcecegtgtete

ES 25334371713

ggcggegteg
ggtcacggeg
gtgctcggtg
gaggacgacg
ggcgcggacc
ggtggcgagg
cagcctgcceg
gaggtceggtg
ggtgcecggece
gceggegtgg
ggtgcecggge
gggcagcgga
gggcgtccac
gcgcagggte
ggtgaccgtyg
gtgcagggtyg
gtcggtgage
ggtcacgtcyg
ggceggtgecg
gtcggegteg
gcccagggtg
cagttecgecg
cggcagctcg
cggggtgacg
ggaggcgacc
gacgtggegt
ctcggcgagce
gacgacggcg
gtgcgggetyg
ctecgaacegt

gccgaggggg

caggcggcga
tcgggggccg
accaggtggc
ccgtcggacg
agccggggtyg
acagcgggca
gggtgttcgg
acgtecctegt
agtcgctegt
gcecgegeegyg
acggtgtcca
aggccgecga
tcgacceggt
accgcgtcga
tgctegeceg
acgeccgtgee
agggcggggt
gtcagctcga
gtgtgcggga

gcggggcggg

acctggagge
agcgtcectge
gtgceggeeg
gcgccgagea
gggccgetgg
ccgtcgggge
gaggtgagga
gteecgetegg
atctccacga
acgggctccce

ccgcccagca
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cggtcacctec
cgtcgececgeg

gggcgcagag

‘gccacaggge

cgaggacccg
gctgttgcag
cgcgggcgga
gctecgacegg
cggcgagcca
cggtgtcgtc
gggcggcgac
gcacggcgat
acagctegtg
cggtgagcac
cggggtgcag
aggcgccggyg
gtacgcccca
cggtcacgtc
ggaggacgcc
agtggacgge
ggegggcette
cgteggecge
gcacgecgecce
gcgggtgece
gccagaagcg
agcccaccgt
ggcggcgcgg
tggececteege
acacggcgtg
gcaggttgeg

gggtggagtg

ggcgccgagyg
cegtecggee
ggcgceecgage
cgcctggete
gccggagege
tgcgtcgggg
gcggatcagg
gaccgcgecyg
ctcctgaaga
ggccgactge
ggcggcgagg
gccgtcecgacg
gtcgeggecg
ggcggctecg
gcgtécccgc
gaccaggccg
gccgecggceg
ggtgtccggg
ggtcgegtge
gaccgggcgyg
gccgacggtyg
gtgcagggcc
ggtgaacacc
ggcgecggte
gcggegetgg
ccagtcgacg
gccgtectceg
cgtctectge
gccggagteg
gtaccagtag

gaaggcgatg

2040

12100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



ccggcecctcac
acatgggccg
gaccaggcgg
gggccgttga
gtggcctcgg
agccgcgacce
caagcagccg
gaacgccaca
acccgctcca
tccaacgcececa
tccaccgeca
tcaccecggea
gccgccagag
aacaacgccc
gtgtcgaggt
gagagcagcc
ggggcctcct
gcgeggegeg
ccggaggecc
ceggegegea
tggccgatgt
gtggccagca
tccacgacgt
cgctgetggag
gccgagecgce
tccagcacga
gccttgeage
ggggtcgaca
gactggcegg
gccgggectt
ccggtgeega

tggtcggtga

cgggccgcag
agtgggaggce
ccatcaccte
gggcggcgac
gcagggcgac
gcagggcgac
cgatcteecce
ccteegecaa
acgccaccgg
ccgcacactc
tccececaccca
acccggcaac
aagcccgegce
gcgacgeggce
gggcggcgag
acggcaccca
ccaggatgag
gceggteggt
agtcgatgtg
gegcgageac
tggacttcag
gggegttagge
cgacgtcggce
cggagcegtt
ggaccacggc
ccacgeccge
ggcecgteggg
tgaccatcac
ccaggtgcag
ccaggccgag
gcagccccte

cgcccgcgaa

ES 25334371713

ttecggegage
gtagtcgacc
gtccagcgea
gcaaacgcgt
ggagaccatg
gatcegggeg
ctgcgaatga
cgacaccatc
atcacccagc
agccatccge
ctgecgcccce
acccgacacc
accggccaca
aagggaccag
ccgggtggee
gcgcggegeg
gtgggegttg
cgggggccag
cggtgagggg
cgtecttgatce
cgagcccage
ctcgatgggg
ggeggtgagg
gggggeggty
cagcacgggyg
gcecteggac
ggcgaggccg
gccgecggeg

ggcgacgagce

‘ggtgtaggcc

gtccacgecg

gacgccggtg

gcggegegea
gcgatgegge
tcggggtege
ccggaccacg
ccgeccgegec
cegtecgeca
ccgaccacag
accgcccaca
acaccacgca
cccgcgaaca
tgacccggga
acaccctcca
tcagcggeca
gagaggtcca
tgcteggega
gcgecgegeg
gtgccgetgg
acggcggecgce
gcgtceccacgt
acgccggceca
cgcagcggcet
tcgccgaggg
ccggeggcagg
agcccggagg
tggecegttge
cagccgatge
cgctgeeggg
agggccagcg
gaggacgagc
acccggcegg
gcgaccgcgce
gcgectgeege
44

actcggcette
gcagtcgtac
cgctgaggac
gtgcgaéccg
cggccagccg
gcgacagcac
ccgacggcac
acaccggetg
acgaccagce
ccggcgacga
acacgaacac
ccggeteece
ccaccaccgce
ccgggtccag
gggcggectg
cgggcgegge
cgccgaacga
cggtgacgag
gcagggtgcg
cgceccgecge
gtgcgeggte
tggtgccggt
ccagcgegga
aggcgcegtce
ggcgggegte
cgtccgegge
agaactccac
agcattcgecc
aggcggtgtc
agagcacgct
cgtgccgtga

gcaggccgtg

gagggactcg
ccegteggec
caccgacgac
ccgtgtgacg
cpcggcgatg
acccgecaca
gacaccgtac
aacgacatcc
cacgaacggce
atccagcaga
cacccggecc
cgcggcecaac
acgatgcggce
gceggggtag
ggagcgggcyg
cggttcegece
cgaéacgccc
ttcgacggag
gggcactteg
ggggccggtg

ctggccgtag

geegtgtgee -

gcggatgacce
ctggttgatc
ggacageccgce
ggcggcgaac
gaaggcacgce
gctgegeagg
cacgctgacg
ggcgtagttc
gtcgtagecge

cggatcgacg

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



ceggegtget
gccagegect
aggaagccgce
ccgtcgaggt
aggagctgcce
accacggcca
gcgecgtega
acgacgctge
gaggcgaggg
teggegtgge
cgtteggegg
cgectgegegg
acgggcggcec
ccggtgeccee
aggttggtca
gcteccggtet
ctgacctcga
cggacgggtt
cactcccecg
agatcagcca
acagcgatac
gccaccccecet
cggcccgecce
atcecceccecccac
ccgtecegeca
ccgaccacag
accgcccaca
acaccacgca
cccgegaaca
tgacccggga

gccgactegg

cgaacgcctc
cgcgegggcet
cctggegeag
cccagcecgeqg
acaggtcgtc
gcggctegte
gccgggtgag
tggccagegt
agtcgaagcecc
cgagcacggce
gggtcagccece
ggagcgcgac
agtaccggtc
ggaagaaggc
gcagggtegg
ccgtgegetc
tgaagcceccg
cgcgeaggtt
tcacggtgga
gcagagccte
gcegggecceg
cacccgcgac
agcccaccaa
tgccegececag
gcgacaacac
ccgacggcac
acaccggctg
acgaccagcec
ccggegacga
acacgaagac

cgcctteecge

ES 25334371713

ccaggcgact
gatgccgaag
gtaggtgtgt
gtcggegggg
gggcgaggcec
ggccggggtyg
cagatggtecg
caggceggte
gagggcggcg
ggcggtecge
ggccagcteg
gggggtggeg
gcgctggaag
ggtccagteg
caggccggee
gacggtctce
gtggccctgg
gcggtaccag
gaacagcgga
acgcaccggce
caccccccga
gacgaccgac
cagcteccteg
cgccgtcaaa
acccgccaca
gacacdgtac
aacgacatcc
cacgaacggce
atccagcaga
ggcgcggecg

cacggecggte

tcgaggaaca
aagtcggegt
ccggeeccggt
aagtcgccga
actcecgecgg
gcgcggacgg
gtgagggcgg
gccteggtea
aaaccgcggt
agccgtacca
tcgcecgecagg
gccgggggea
gegtacgteg
atgecgcacge
cgagtegeget
tgggtgccga
gcgagcaggg
tagcecggegt
accgtgecct
tccaccagea
ccceccgeaat
tcaggaccgt
acaccggacg
geccctgetge
caagcagccg
gaacgccaca
accecgctcca
tccaacgcceca
tccaccgeca
tcgecgacgg
aggccggcga
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gccgetgetg
cgaagccggce
ccgggtcggg
tgacgtcacg
ggaagcggca
cggggcgggc
cegggttegg
gegeggtgeg
gecggttegat
ggtccatgac
gcgtgececte
gcgggcgggc
gcaggtcgge
cgtgegtgtyg
ggagggtgce
cggtcagtac
cggcgacggce
ccagcgeegt
cacccggecg
ccgaatgecga
gagccaggaa
tgaccgecage
gcccggeagce
gcagggcgac
cgatctccece
cctccgceccaa
acgccaccgg
ccgcacactc
tccecaccca
cgcggccgceg

gcagggtgte

cgggtccate
ggegtegtte
gtcgtagagg
gectteggeg

ggccatgeceg

cgggacgggc
gtggtcgaag
cagccgcagg
cgcggcegggyg
gcggtgecgg
gtcggeggte
cgctgegtece
cgggtggget
cgccteggece
gacgaccgceg
ggggtgcgga
gtcggegtag
gcegtccgee
cacgccctee
ggcatagtcg
cteccteecage
caccgccaac
gaccgacacce
gacccgggceg
ctgcgaatga
cgacaccatc
atcacccagce
agccatccge
ctgcgececece

caccacgtcg

gtggtccgeg

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



ccgaggacga
tcgtgggggg
agtccggecg
gcctegtegg
ccggacacgce
cgctcctegg
tccacgtgga
ccggecacac
agcggctcegt
cccagccggg
gcgteggeca
ccgetgeteg
ccgttgecgge
ccgaacccegt
tgceggetgt
gccagegtge
gaggagcagg
cggccggaga
accgggecgg
gtggagcgea
agcaccagcc
ccggegtega
ggecggtegg
gccgagacceg
ccgeeggggt
gcctcgegea
agecagtttgg
gagacgcccc
cgctegggtg
gccgecacece
cgggccagtt

gcgtcgagga

ccacgeggtyg
cggegtegtg
ccgtccggga
tgggctcggg
cgaacgacga
tgagcagttc
gcgtgegegg
cggcggcggc
ccegetectg
tgecegtace
gcgectggeg
cgecegtectg
gggcgtccga
cggccgcecge
actcggtgaa
acteccegge
cggtgtccac
gcacgctggyg
tgatgtcgga
ggccggccegg
gctgetgegg
agtecegegge
ggtecegggte
cgteggtece
agcggcaggce
gccggcgceceg
cctegtecage
ggtcgatcag
tgccgteggt
gggcgeggte
cggcgatgat

ggtggtcgge

ES 25334371713

ttcgaaggcce
cgcgggecgg
ggacagegtce
ccgggcgggt
cacgcccgceg
cacggcgccg
cagcgtgecg
ctgcgtgtge
gcegtaggtg
gtgegectece
gatcacgege
gttgatggcg
gagccgttcc
ggcgaacgcc
cacgeccggge
gcgcagcgag
ggagagggceg
cgaggtgceg
gtagtcctcg
gtcgatgeca
gtecatggece
gcegtegagg
gtagaccgag
atecggtcacc
catgcccacg
ggcgacctgg
catcggtgca

gtcgaagagt

‘cgtgceggeg

ggtgcegtcg
ccggtcggeg

gagcgcggcec

gtacgggtgg
tgggcgagga
cacgggacga
gcctgeteca
cggegeggcet
gcggtccagt
tggcgcatgg

ccgatgttgg

gcgaggaggyg

acggcgtcga
tgctgggcega
gtgccgegga
aggacgagca
ttgcagcgge
gtggacagca
cggaccgcga
gggeccctceca
gtgacgacgt
ctgctgaage
gccegetcea
agcgectege
aatccgeett
gcecatgtceece
agccgccaca
atcgcgatcg
agatcgceceg
ccccegtgeg
tcgteggegg
tceccageggg
gccggeagtyg
ctcgectege

gggttcgggt
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tggcgaggge
ggcgttegge
ccggcagggt
ggatggcgtg
gcteccecgee
cgacgtgcgg
cctgeaccat
acttcaccga
cctgegecte
cctggetege
gtccgttggg
ccacggccag
tgccegegece
cgtecggecge
cggtcgeccce
ggtgcaggge
ggeccgagggt
acccectececag
cgacgaacac
gggcctcceca
gcgggctgat
cgcgggegta
agccecgeggte
ggtecteggg
gttcgeggte
tgacctgctt
gttecgttegg
tgacgccgtce
ccgcgaggtc
cgccgagcegce
cggactcget

ggtcgaacac

gagggccacg
ctgggecgege
gcggteegtyg
ggcgttggtg
cggccagtee
tgacgecteg
cttgatcaca
accgagccac
gatcgggtcg
ggccaggcgg
ggcggtgagt
cacggggtgg
ctcggcgaag
gagggcccgce
gceeggtgage
gaccagggac
gtaggcgacc
cteggtggee
gceggtggeg
tgaggtctcce
gccgaagaag
ggaggttecg
ggcggggaac
cgaggtcacg
gcgggecteg
éaggtagtcg
cgcegggtcac
cagagcggcc
ccgcaggtge
gctctccacg
cggcaggagc

gatggtggtg

7680

7740

7800

7860

7920

7980

B8040

8100

8160

B220

8280

B340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540



ggcagtcgceca
tcgaagccca
aggacgtcgg
ggcagcccgg
gggccggcecg
gtggcgaggt
aacagggcca
acgtcggegg
gcggeggtge
ttggeggegg
agcacgaagg
gcctteggge
tcgagggcege
agcagcgcgt
cccgeegegg
ctggccagca
ccgagcacgce
acgatcttge
aggggccagg
tcggtcagca
tagtcgacac
cgtccgecgg
agcacgacgt
cgcgcctegt
tacacctegg
gccgcegtgea
caggcggtgg
acgggcacca
ccgaggactce

ccecgeggect

acgtcgcgga

ggccggtgge

gtteccttgaa
cgacctggec
tgatccgege
gggtggcgac
ccaggcgegce
gtccttegge
cgtccaggtg
cgggcaggcc
cgtagttgge
cggacaggte
gcagtacgcece
ccgeggtgtg
cgagggcggc
ccagttcgge
ccaggtcacg
cggcgeceggt
cggtgtgecg
tccgggtggg
ggctctggac
cgggcaggcc
gacggagcag
ccatctececgg
ccagaccggc
cgcccagcag
ccagcacccg
cgaacacgga
cgagccgccg
ggtcgecgac
cggagccgat

agttcaggcce

ES 25334371713

ggtgccgagg
gccgeggteg
gcggacgacg
caccagggcc
caggccgcgc
ggtgacggtc
ggcggccate
ccgggtgagg
ggcggcgcgg
ctgegegggg
cttgtecteg
cggcagccgg
caccaccgceg
gcggteggtg
gaccaggtcc
ggcgeegtgt
gatcaggacg
ggcctgggec
cagcccggtce
gcggtcgggg
ggcggggtcg
tcgcagcgac
gaaccgctgc
cgcccgeagce
ccgecgecace
ctccececgee
cggcagggcc
gtccaccacg
ggcgaggtceg
cgcgtegace

cgccgegegg

cggttgegea
ggtgccaccg
tcgagcaggg
gcecgcaccgg
agcagcggeg
acggcgtege
ggcacgatgc
ccggtggegt
cgeegttegg
gtgcecgaggg
gtgagttegt
ccggegecga
gtcagegggg
acgtcgcagg
gcgctgecgg
tcggacacca
gtgcegtegg
atgaaccgga
agctegeceeqg
ccggegtcca
cggcggtegg
gcgtccacga
gcgaactccg
acctegtget
cgcaccgegg
cgcacccegg
gcggcgcgga
gcgagggtge
gtgacgtccg
tcgtecgggt
acggcgatgce
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gttccacgge
cgtegegtee
cgggggcgcg
gcaccgggceg
gggtgggcge
cggtggeggt
ggttgcggee
cggcccacag
cgagcgegte
tggccgecge
gcaggtgcca
gtteggtcag
ccteggeggt
tctcgaageg
gggcggcggce
gatgccggge
cgtacggggce
acgeggtgeg
ccteggegtg
gcagcaggtc
tcttgccgag
actcacccegt
tatceccgega
tgccgggact
ccatgcccac
ccacategceg
cccaggacca
cgaagccgcec
gggcgaccgce
acatgtcgag

ggacctggcc

ggtcagcgag
ceggtgtecec
ctcgggcgeg
ggcggcggcec
ggcggaggcg
ggcegtgteg
ggcgcgggceg
gccccaggec
gaggaaggcg
ggaggagaac
ggcggegteg
cacgecegteg
cagcttggeg
gacggtggcg
gccgegceegag
gagcatgccg
gacggtgage
cgcgteggeg
ggcgacgacc
gaacgggagg
ttccacgaac
gagggagttc
cgacgccaca
cgccgtegea
accaccggcc
cagcgcgaac
gccggeggga
cggcaccatg
gaccacggtg
cgcgcacage

gggtgccagg

9600

9660

9720

9780

9840

93900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400



ggggcggtgg
acgtcgacgce
gtgagceggg
gccggcacag
gggtgectegg
tcctegeecgg
aaccggtcgt
gcggceggcega
gcgtcgatgt
aggacggcgc
aacagcgcegt
cgcagccgca
ctcagcgtgt
tgcacggtca
gcgggcacgg
tcgacggtgt
cgcaggccct
ccgtecaceg
ggcteggecg
gagtgggagt
cgcagggtca
tgggegeggt
agcagggcgg
cggceggtga
tgcectecgg
cagtagcgct
tcgaacaggg
gtcaggcgceca
ccecgecgect
acgaagccgt
tcgegeaggt

gtgacggtgg

cgtcgggage
gccaggegtce
cgacgaggcg
cgtccaggga
tctgegegga
gccgggcgge
cggcgageca
ccacatcggc
cggcgagggc
agcgegegge
cgegegtgec
gcgcggcecag
cggcgectcte
cgccggtcca
cctgggtgac
cggggagttc
ggaaggcggg
ggaccggcte
gctecggeegyg
ggacggcgac
ggecgtegge
cgagceggtg
tgcccagecac
ggagcaggcce
cggtgaggcce
cgcgctggaa
ggcgccagte
gceggteget
cggcggtcetg
ggtggecgge
tgcggtaceca

agtagagggg

ES 25334371713

ggcgacggcg
ggcgecgacg
ttcgeegteg
ggcgggtgtg
gcgcaccagg
gacggcgtge
ctegtgecage
tcctgtgetg
ggtgctcagg
ggcgggtgtce
ggcggcggcec
ctccacgacg
ccgggcggceg
ggtgaacggc
ggegtegage
gacctcggeg
cccgtageecg
agcgececgec
tgccaggacg
cgtgeggegg
ggggacgcecg
gceggegtygg
ggtgtgcteg
gtcctegteg
gacggcggtce
ggggtaggeg
gaccggcacg
ctegtegegg
ctgcatggeg
ggcgagcaga
gtagcgggeg

cacgtegeceg

tecgacgecegt
ggcgggcgcea
cggagcgcgg
ccgtcggtgt
ccccagaccg
cgggtgacga
agttccagca
acgggagcga
ggcgcggcega
tcggegtcgg
acggcgcgga
ggccggccct
cgcacccgea
agcagcagcg
agcgecgggt
tagacctcgg
tagccgegayg
gggggccacg
ccecgtggegt
ccocggaccegt
atgggcgcgg
gccaccatct
gtcagecagg
gggagttcgg
aggtcgecgg
ggcagttcga
ccgtcggegy
cgcagggtgg
accgtgagca
tegetgatcg
cccagttege
tecceggggge
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cgatgctgcc
gcgeggtete
tctgeggete
cgacgagcag
cggcggeggc
tecgecgageeg
cctgggeggt
ggacgaggtc
ggecctteegy
gggtctgcca
gctgeccgge
cgeggteggt
ggacccggge
gcgcgtecte
gcacgagatg
tgtcceggeg
cggcgaaacyg
cgceggtcete
gecgggteca
cggegecgtg
ccagggtcag
ccaggacggce
ggtgcgtetc
ccteggegge
cggeggectg
ccgggcgggc
ccacctcgge
cggcgacccg
cggggtgcgg
cgttctggaa
tgccgtegat

ggatgcecett

gggccggacce
agcggcccgyg
gtegecgacg
gaaccggteg

cgggtcgggt

ggcctgeceg

ggccecggtgg
caccgegecg
tccgtcgccé
ggtcacgcgg
cgacgcgggce
cgecggtgagg
cgggccgggyg
gggctcggeg
geccggeggtyg
ccacagggcg
gtegtacacg
gggctccgece
gecegtegeeg
cacggtgacg
ctcectegatce
ggtgceggge
ggggctgate
gagcagcgga
gggggtgage
gccggtggeg
cagtgcggtg
cagttcggtg
gctgatctdc
gagcacgggc
ccagtcggeg

gaggtcggcg

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12300

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320



agcagccgcet
€ggccggcege
tcgeceecgega
cagcgctcea
cggccgggea
agggtgaggg
gcecgecggea
agcaccggcet
acgtccacga
gcggcgaaca
tggccggega
gggtcggege
cccacgacgg
gaggcgggct
agcagcgegg
ggcgeegteg
ctgacgeccga
gccteggtea
acgtgecagecg
ccgacgecgg
ggccggtege
agggcggtge
tcggeccagtg
ttggaggege
tttegeeggg
agtcegtegg
ttggtgaagt
agggtgctct
gagcaggcgg
ccggecacca

ccggegagea

gcegtacgge
gcagccccte
cgaccagcga
gcatccgete
ggtcggegac
cgccggegac
cgacgeccgtg
gcaccacgtc
ccgaccagtc
ccgggtgggt
agacgaagac
cgcecgegge
cggegeggtyg
cgaggccggg
ccteggtgeg
cttecteggg
acgaggacac
gcagccgtac
tcttegggag
cggceggectg
ggtcctggecc
cggtgcegtyg
cctgeecggac
cgtecectggtt
cgtcggagag
cggccttgge
cgacgaacag
cgcccgagcg
tgtccaccgt
cgctggccag

gcgaggagta

ES 25334371713

ctcecacctge
gtcgtegeag
gcgggggctg
gacgttcgec
ggccttggeg
gcaggcggcg
ggagcgcecac
gacgcggctg
caggtagggg
gtcgagcagt
gacgctgeeg
gagcacgtcg
ctcgaacgeg
gtcggeggeg
cgcggacagce
ttecgggegece
gccggecegg
gtcgeceggac
cagtcecgtge
ggcgtggecg
gtaggaggag
gccectecacg
cacgcgetge
gacggcggtg
ccgctecage
gtacgagecgg
ctceggegte
cagcgaccgce
gaaggcgggg
gcggecggte

ggactgggceg

ggggagtgcg
aggtcgagca
ttggcagegg
gcgggggcgg
cgcagcgega
gcgatctege
accgcggeca
agcggcggeg
gcgagggcgce
tccacgcecececa
tcggctecgg
agcgecggega
gtgcggeggg
acgaactcge
tgccagggcea
tccgecacga
cggggacget
acccagtceca
cggagcgega
aggttggact
aggagtgecct
gcgtccacgt
tgggecggege
ccgggcagea
aggagcatgc
cagcgaccgt
ggcatgacgg
accgecetggt
cctteccagge
agggcdtgcc
ttggcgccga
49

aggcgtagte
gctecctecag
cgatgccgag
cgacgaaggc
cggtcttege
cctgggagtyg
gcgagaccat
cgtecctegge
gctecgecactce
tgcecgageca
cggtgccgeg
gcagttcggce
tggccagggt
gcagcégggc
cggggagcgce
tcacatggge
cgccecegggg
cgtgeggggt
gcaccgtcett
tcagcgagee
gggcctcegat
cggcgggacg
cgeteggege
gggcgagcac
cgacgccctce
cctcggacag
tcacaccgcc
gcagggcgac
cgaggacgta
cgtegeegece

cgaacacgec

ggcggcgacg
ggcatcgcegg
ccggccgggc
catgccgcag
ggcegtegtec
gccgaccacg
gagcgcgaac
tcecgegeage
ggccatgege
ctgtecegece
gacgacggcce
gcggtecegg
gaacccgacg
ggcctgtteg
accggecgge
gttggtgceg
ccacgggcgg
gggctegteg
gatcactccg
cagccacagc
ggggtcgece
cagtccggcg
ggtgaggeeg
cgggtggeeg
ggaccagccg
gccgecctge
ggccagcgcg
gagggaggac
ggagatgcgg
ttcecgggatg

gacgcgtccg

13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120

15180



ccecegecacyg
agcagcegct
gcgtcgaaca
ccgtecgggt
gcgtegeget
aagcggcagg
tegtegtcect
agggcgcggg
cggctgagecce
gcceggtceceg
cggaccaggt
gcgagcgcgg
ctccageggg
ctgtagcagc
ggcgeggtgt
gaggtgccag
gccgagtteg
ggggtccagg
gtcgagggeg
gtcgacgecge
ggtgcggece
cgtggeegtyg
ccggcgggcg
gtegtgggee
gcggcgecag
gaaggcgaag
tagtgeccegeg
ggcgatgtgg
gggccgcagce
ggcgcgggeg
caggatcacce

gcgecacgace

agccgggtge
gctgggggte
gggcgacgte
cggcgagggc
cctccagecac
ccatgcegac
cggcgagccg
cggtggggtyg
gcagcagcag
gcggtacgte
ccaggacgac
geggetgage
tceggtgegt
geggeggtge
acgacgtgte
cgggcgtacg
ccgagttcga
ccgaggectt
gtgtccegga
aggggcacga
gccaccgggg
aacgcggcca
gtggcgacca
gcgteggecg
tggccgagcect
tcgecgtact
taggcgeegg
tgcaccgtca
accggtccce
geggtctegt
gacgccggcet

tcggtcaggg

ES 25334371713

gacgccggec
catcagctgg
gtcgaggaat
ggcgaggtec
gagccgccac
cacggcgace
gacgtgeegg
gtcgtagatg
ttgtacggcg
ggcggeggtg
gcgeccggege
agccttcgag
gcagtgcgga
cggccagdag
cggtgaggcee
cctgttggece
cgttgacgag
cgacgacgceg
ccegetecag
agttggcgaa
agcegacgge
gcagggtcat
ggccggcggyg
ggacgcccgyg
gggcgtcgag
ggacgggcag
acagttcggt
gcagcaggac
géacgaggtc
cggccacgte
cgtegeeggg

cgcggcccag

cgctecageg
gectcgegeg
ccgecgtgee
cagecegeggt
agctegtcgg
gggtcgtegt
ccggaggcegg
gcggtggtgg
gtcagcgagce
ccgaggtecga
tegggttegg
teggtcecageg
gacgggcagg
gccgtccacg
gccgtcegggy
cgtgaactgce
ctggaacacg
ttcccaggge
caggccggceg
gaagccgatc
gaggtcgtce
gtagagggtyg
cagccgcecac
cagggcgagg
cgeggcteceg
ttcgggeage
ccagagcacg
gtggtcgtcg
gaacggccgg
caccgggtcc
cacgaagacc
caggtcegeg
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cctceccaget
ggctgatgce
gggtgegget
cggcggggaa
gggtggtcac
cggccgcgeg
cgtcgaccag
gcagcttcac
gcagtccgag
gcaccteccge
gcagaccggc
gctcagtcat
ccgggttegg
acgecgtegge
tcectegacea
tcgacgeggg
acgtcgacca
agggcctggt
aaggacgggt
agcccctega
gtgccegece
gegtogtget
tecggtcagea
ggccgcaggce
gtcagccagg
teggceggac
cectgggace
ggggcgatec
gcegetgect
agcacgatgt
gtgcgecageg

tcecagttege

ggtctcecagce
gaagaagccg
ggccgagggg
cggcgtgatg
accgeccggg
ctgtacggge
gacgtecegee
gceggtgeceg
ttceceggatce
gacctgtgte
gagccggtéc
gggtggtcce
cgagtgcgge
cgagggcggce
ggtgcacctc
cgccaggcag
gcggetgtte
gggcgtagge
cgccgectgag
ccteggeceg
agcgggcgag
cggcgccgac
cgccggtgge
cgtccageceg
accgctgcca
ggttctcteg
agecgteggt
gcagcagtgce
cgtcggecag
cegtggeggyg
cctegtgecg

cggtgatcceg

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100



cacggccagc
ccgecagetgg
tacggccgtg
gaacagctcc
ggcegegace
ggtctccage
ggtgaagccg
cttgccggtg
gtccggtacg
ggggacgggc
gatgacggcg
cacccggaag
gtegggeege
cgggteggge
teeggggecg
gtccaggacg
gtcggcgacg
gtggttgtge
cgacagcggce
gceggectece
cegttegteg
gaccagcgtce
gagggcggtg
ggcgagcatg
gcecggaggtg
cgcgggcggce
gacgtccgeg
ccggatccgg
gatgccgatc
gtceggecce

cgcggegtag

gggatcgtece

cccagcgaca
cgcggggceca
cgcagggaca
agcgagtgcee
acctecggega
gtgtecgageg
gtggtcagcg
gegteggeca
acgacgtagce
cgggtgacct
ccecggatet
cagcggecca
acgaacttct
gcgaagcaga
taggegeggg
tcagcgggceca
agacgcagac
tegecegect
tcggcgageg
agccagcggg
tegecgtaca
aactgggcgg
ttgaccacac
tagacgacgt
tecctgececgg
tgagccceggt
tccegggggt
agagcggcca
acgccctggg

gtgaggacgt

ES 25334371713

agaccgggte
gcggcagggg
cggegacgac
ccteggegec
cgeccgagegce
acacctcgeca
tggtgcgecag
ggaacgcgtc
ggtgggcgeg
cgacgagccg
cggggtggcyg
tgacctggtg
ggtccceggt
gcgecgtcag
gttcgecegge
agttgtcgac
gggtgaagga
ggggccgggc
gggagatgtg
cgcggatcat
cgaagcgggc
ggagcgcgga
tgcgcgtgec
accgggcggyg
aggcgaggga
ccggggegte
cggtgacgge
ggctcgggtc
tctgecacggt
cececgcagecce

cgtcectegea

gccggggtcg
ctecectgecgg
ctcggegagg
cagcgccteg
gaagaagtcg
cagcgtctge
gtccggggcg
cagcgcgacg
cagccgggcc
cttgacgecg
cagcaggacg
gtcgagccgg
gcggtagagg
ttceggettg
cacgeccacyg
cggctegeec
ggtgacgacc
ggcgcagaac
ccgecagcgag
caggttgggce
cgggtcgegg
gagcacctcc
gggtcegece
catggcgatg
gtcggggecg
cacgaggacg
gacggtcatc
gatcggcaca
gccgegcetee
ggcggegatce

ctccacggcg
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gcctecgtgea
gacaccggca
gcgcgcegggg
cggatccggyg
tegtegatge
tcecgecaccgg
ggcagcgcgg
agcgccgacg
ggcagcccte
ggggegtect
gcctcgacct
cccaggtatt
cgggagccgg
ccgacgtage
gggaccggec

aggtgtgcgg

tggatctecgg
tcgegeagcea
gtgagccggg
acgaatatct
cgggtctect
tgcacatgca
ggtaccgtet
cccttgggea
ggtcgteegg
agggcggtge
cgggegtegt
taggcggege
aggcagaggc
cgeteggect

cgggcgccgg

gccgecacag
ccaggggcgg
tgcggtgetg
cgaccgtgecg
cgacceccegece
tacggggtgc
cceggtegat
gcaccatgta
cgteggtace
cgcgggegac
cgcccagctc
ccaggctgcc
gcgggccgaa
cgcgggcgag
gcageeggte
tccggggeca
tggagcecgta
cggtgtccag
cccggecgge
gctcgacggce
cggtggggat
cgtcgaaggt
tcttetgeca
cgeeggtgga
cggecegttge
ccteggegaa
cgacgatgag
cggeccttgag
cgacgaggtc
cgtggtecag

gggtgcgggc

17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900

18960



gacctgceteg
ccaccgctee
cgcgteceggg
gaccgtgtec
gtccteggtg
ttccaggegg
gaccacctgg
gtgctcgaaqg
cagcaggtcg
gaagaagccg
ggcgacgtcc
catgtagagg
gggcagttcce
caggggaagt
ctccagttcg
aggcagtteg
ctegecccag
gacggcgtgg
caggtcgaag
gacgtccgtg
ggcgtceggeg
cecggecgagg
gaagccgetg
cggaagcgeg
gccgagggte
gtcgggeceg
gcccagggceg
gatctecgcecac
cgagcgggtg
gaacgcgtcg
gtgggcgege

gaccaggcge

gcgaacagct
agcagcaggce
tcggegaggg
gcctcgaaca
aggtgcactt
gcggegecga
accagcgggt
ggcaggtcct
cggaaggtcg
atcagccgct
tcggtgecgg
gtggcgcect
cacggctggg
tccaggggge
gcgeeggtga
ggcagttcgg
aacacggcgt
teccteggeeg
gggcgcgcgg
acctccagge
gcgaagacgg
gcgtcgacgt
tceggggtga
gcgcecgtece
tcggeccagec
aagcgggcgce
aagaagtcgt
agcacccgcet
tegggegegg
agcgecgacga
agggegggca

ttgtegeeceg

ES 25334371713

ccacgagcgg
gceggtegte
cggegcgcag
gcgcggtgga
cgaggtcgac
ggcggtegece
tgcgggacag
ggtggtccat
ggtcgecgga
ccacctcggg
cgaaccgtge
cggtgtecgec
aggcgcccgce
gcagcccggce
gceggecctg
cggggtegee
gcgaccagcce
cgaggcgcag
cgtcegececte
ggageggggt
tgcgecagege
cgagcgggcece
gccggtecag
ggcgggccgg
ggcgcgggga
ggatccgggce
cgtcggegece
ccgecteggt
gcagggcccg
acgccgacgg
gcacgctcge

ggatgtcctc

gacgtccegg
gtcgteccage

cagcaccgtg

gtgcagcacg

gcgggtgaag
cttgtcceeg
gtcecegeteg
ggcgeccace
gacgteggtg
gcgggtacgg
caggaccacg
gaacgcgcgc
cgagccggceyg
gagcegegec
ctgccagacg
ggacagttcg
gtcegtgace
cacgegggeg
ggccagggceg
cgegggeegt
ctegtggegg
gtgggcegegt
gaaccacagg
ccggatgacg
gcgeccegtteg
gatggegegg
cacegggtgg
€gcgggcggyg
gcggtegate
caccatgtag
gceggectee
gcgcacggceg
52

tacgggaggg
agcgagagcg
tggtgatgca
gtgccgegea
gcgtgetegt
ggecgeccgea
ggtgccaggyg
accgtctcge
cgcagcacca
cctgececacgg
gtgaaggcgg
gcggcccgga
accgcggggce
cgccagtagg
gcgaagtecgce
gcgeggtagg
gegtggtgeg
cgcagcagceg
cgtacctegg
acgacggcca
gagaccacca
acgcccatcg
cgeecgetggg
tcegtggeeg
aacaccgcect
gtggccagceca
acgtccagca
acgtacccge
ttgccggtgg
tcgggtacgg
ggctccagea

acggtgacct

cggtgtcgtt
cggacagcgg
gcaggcggcg
cceggtegee
ccagcagcgg
tcagctggaa
tctecaccag
gcacecggec
gcatgttgac
gggcgccgac
tcagcagcgt
ccaggtcctce
ggggecggte
tgaggtaccg
cgtactggac
ccteggecag
cggtgatcag
gtceeccggge
cctegtegge
taggctegec
gggacagtge
ccacgttceca
aggacgacag
tgcegggete
ggagcggcac
gcgagtgccce
cctcggegaa
tcteggegac
tggacagcgg
agcecegegge
ccacatagge

gcgagaccge

19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820

20880



cgggtgcege
gacctggacyg
gtecgeecegta
ggcggtcagg
ttecgeeegee
gttgtcgatce
cgggaacagc
gtgcgggtgg
gagcacctcg
gggtgcgggce
cggttegacg
cagctegtag
gcecgttgete
gccettggge
cgggtcgata
gatgccgtcg
cacgatgegce
cgccttgage
gaccggttcg
ccggtccagt
ggtgcgggcg
cgtgtcgttce
ggagaccggc
cagctggegg
ctegtegecg
gtcgaacggce
ctggaacgcce
caccaggtgc
ccggcccagg
gttgacgaag

gcccacggeg

agcagcgcegg
tcggcgegge
cggtacatcc
tegggecgge
acgcccageg
ggcgecgecga
gtggtgaacg
gcggccatca
cgcagcccgce
aggcacatcg
tgctegtegg
gtggagatgt
cagcggceggt
tecgecegetgg
ceggggtegg
gtgecgggea
tecggtgegge
acgccgagcea
teggegecga
tcggegtagg
gcectgetegg
caggcgacca
cggtcggggt
acggtgtegg
gtctcgacgg
tcggececggg
acctgcacga
tcgaagggga
agttccegga
aagccgatca

atgtcctecgg

ES 25334371713

cctegaccte
cgaggaacte
gctegeeegg
ccaggtagec
gcgccgggcyg
tgggcacccg
cggtegecte
cctgggecgac
cgaagcactc
cggtgacgcc
tggcgacgac
cggtggccag
cggcggcecag
acccggaggt
tgtcgggece
ccgggcgétc
ccggggggtt
cggcggcdac
cgeegtggge
tgacccgetce
cgtagagccg
gggtgeggtyg
cggcgagcac
cgtcgaacag
cgtgcaccte
cgccctgcceca
gcgggttgeg
cgtcctggtg
aggtcgggtc
gcgecteggt

tgcgggcegta

gccgggcectce
cagcgecgecg
cccgecccac
gcgegecace
gagggtgtcg
ggagccggcg
ggtcgggecg
ggtectegeceg
catgcactcce
gtgectcgegg
gatctgcttg
cggatagtgc
cacgacgacg
gtagatgacg
ggggcccggg
ggcgatgacg
gcgegggteg
catgcecggtg
cagcaggagg
gtcgcecgeag
gggcacgcag
ccggteggte
ctcgcecgagg
gtcggccgeg
caggtccatce
ccagggccge
ggacaggtcg
ctcgacggcg
gccggacagg
ctcggegegg
ccgggacagg
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acccggaagce
ccgggcagec
gggtccggea
cggggccecge
tcgaggacgt
agccggaage
taggcgtcgg
gacacggcct
teggecagga
atgagccggt
ccggtcagca
agcagcaccc
ttgcggtggg
tacgecegtgg
tcggtgacgt
acgcgecagcec
agcggcacgt
gagcgtcegg
tgggcgaagce
atcagggcga
ccgteceggea
tcgtcgagea
accaccgaca
tacaggacgg
cgggtgtacg
cggggcegegt
cgctegggge
ccgaccaccyg
tcggtgcgga
gtccggeegg

acgagggtga

cgcggatcett
accgtacgac
cgaacttcte
cgatgaccag
acacccgggt
cgggttecat
ccacggtcag
cgccgecggt
ggctgaacag
cgaaggtgtg
ggaacggcca
gttegtggtt
tcacggccac
tgtcggggtg
cgaggacggt
ccgaggtgge
aggcggcgcc
tggcgacgcece
ggttgécccg
cggcgteggyg
gcggtgcgge
tggtcgecge
cgtggtgcat
tcgcgecgac
cgtggtcgat
cggcgagcag
gcagccgttc
actcccgtac
cggcgacgac
ccgtecggega

acgcggecag

20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680

22740



gagcaccatg
ctcggeggge
cttgtecage
ccggegetec
ctggacgggc

cagggcctgg

gtcgggggcg

ggtggacagce
ccgeggggcyg
gaaggtggtg
cteggggtcce
gggggcgagce
gtcgeggtcee
caccgaggcc
gccgaaggcyg
tacgaagaag
gcacagcgcc
c©ggggcgggc
gaggacgaag
ggecggeggtg
ggccgggcecyg
gacggcctcg
gcggecgagg
catgecggcetg
ccggecgygcyg
gaacgggacg
gccgatggge
gaaggtggtg
gcgcacgcgg
gccggccagg
cagcgceggtyg

gggcggggcc

tagagegtgg
agctgeccagg
ggcagttcca
agcacctcge
agttcgggca
gaccagceegt
agccggagceca
tcggeggagyg
accggggcgg
cgcagggtct
ageggtccge
tggtccagga
gcgggcacca
agggctcgeg
cgggcgattc
tecgtectegg
cgctcggegt
agegeggege
gccgagggea
teggtggtge
tcacegegea
acctcgecegg
aactccagga
ccegeeggte
tageccgeggg
ggccgcagec
accecggecge
gtcteggtgg
gccacggtcg
caggtgacgt
acgecccetggt

accacgacgc

ES 25334371713

cteecetegeg

gcagggtgcee
gcggggcgag
cggtcagcca
gcggggcgcec
cggtcgegat
gcgtggegeg
ccgeggcegeyg
cggecgecgat
cgtgecggge
gcacgcgcag
accacatccg
gcggcggcgce
gggtgcggtyg
gggcgacgag
cgeccgaacgce
cggtgcgegg
ggtcgacctt
ccaggtagte
ggccggegeg
ccacgacggc
gctegaceceg
cgeegtaeggg
cggacgggtc
ccaggcgcgg
ggtcgtegag
c©gggggccgg
ggccgtagcce
ccggggacac
cctcetegac
cggcgacgac

ggcggccgga

ggcggcgacg
cgccegeceg
gcecggecage
ggaccgctgce
gtcgtacgeg
gtggtgcacyg
cagcagcggg
tgcegegteg
gaccgcggcg
gacgaccgcee
ggctcecgecg
ctgctgggeg
cgggteggee
ctcgaacacc
gcgggtggeg
gtcggegteg
ggcggccagg
geecggtggeg
gggcagggee
cgggacgacg
ggegtgegeg
gaggccgege
gcggeggcge
gggcaggaag
gcegeegacy
gacgtgggceg
gteggecgge
gttgacgacc
ggtgtecgeceg
cacgaggtcg
acgggcgagg
cagcagcggg
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gcccgggegt
gtggcgacgg
cggecggtece
catacggcgt
gcggegatct
gcgacgacga
ccccgegtea
gcgtegggta
ggcacgcegt
gacagggcgc
gaggtgtacg
aaggacagcg
gggagcgegg
tcgecgecageg
agcagcgagt
agcagctcgg
ccggegtecg
gtcagcggeca
gccgeggegt
tgggcgacga
acggeggggt
agcttegect
accacgtecge
cgctcggegg
tacagttcge
cgggtgttgt
gcgatcgggt
gtcaggtccg
ccgacgacga
aagaggccgg
gcggegggte

gaccacagtt

cccggatcag

cgggccgggc
agtagccgge
ggtcgccgta
cggcccacag
ggacgtggte
ggtcgaaccc
cgtcgacgat
cggcgaccgt
cggccageeg
aggcgetgece
gcagcagccg
cgcecggegac
ggacctcggt
ggccgecgeg
cgaagatctc
ccgteteege
gcgegtegge
gggcgcgceag
gcecgettgee
gggcggcecag
ggtegtegge
cggtgeggta
tggcegecgg
cgggcacgcc
ccagggggct
ggagggtggc
ggtgggegee
gttecgeggac
aggtcagcca
cgagggcgcc

cgtaggtgga

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660



ggcgtcgaac
ccggtggagg
ggtggaaccg
agccgtgtcg
gccggegggt
ggcgegggte
gaggaccgcg
gctctcgggt
cagctgggeg
ggcggectgg
ccgggcggcec
cggccggteg
ctcgacggtc
ctecggegtee
gaagggttceg
ctggaagacg
caccaggtac
gcgttcegacg
gttgacgaag
ggcgacggcg
cagggtcatg
gteccgecgge
ccggtcgage
ccgeegetee
ctgcaccgge
ggtcagcteg
cagcagcagg
cttggtgagg
gtccacggeg
cacgcccteg

cagcgcccgg

gcctgegggyg
gcgagggcag
gaggtggaca
ggggctgtge
gcgggaccgc
cgggcggccg
agcacggcga
ccggetecgt
taggtgaggt
gcggcgaaca
cggtccaggg
ggctcggege
tceecggtega
tecgecgaggt
gcggtggtge
acctgggega
tcgaacggca
agttccgega
aatccgatga
acgtcctegg
tgcagggtcg
agccgccagg
ggcaggtcca
agcacggcgg
agttccggea
gcccacagca
acgtggtegt
tcgaaggggce
tcggtcacgg
tggteggega

gccagcaggce

ES 25334371713

agtgcagcag
ccacggcgceg
tcacgtacgc
€ggggacggc
cgtcggtcag
ggttgcggge
cgaccaggtg
ggccggccag
gtteegtece
gctcgggeag
ccgegtecte
aggcggcgcg
acagggcgceg
agacctccag
cggggaacgg
gegggttgeg
cgtcctggtyg
aggtggggtc
gttgctcgac
tgcgggegtyg
cgccctgecg
tgacgacgce
gcgggggcag
gcgacagggt
gcgegggcetg
ggccgtgega
cgtcggcgag
chcggqctc
gaacgggcac
agacggtgcg

cggcgccgag

gacccgtteg
gtgggtcgtg
gaggccgtce
gcgcaggtcet
cagcagcgeg
gtcgagcgge
ggcggaacgt
gacatgggcg
gtcggccacg
cgaggcctcg
gcecegegteg
cagcagggcc
gctgtagttg
gtccatgcgg
cgcggggcgce
ggacaggtcg
cgccatcteg
gccgccgagg
ctcggccagg
ccgcccgagg
tgcggcgacg
gcccteggeg
gccggccagce
acggcgctgc
ceggeegteg
ccagcegtceg
ccgcagcagg
ctcgececggece
cggctececgge
cagggtctecg
€gggccgcgg
55

tgggcgecge
gcgacggcect
gggccgacgg
acggccggcea
gcaccggtgt
aggtaggcgce
tcegtcgeca
agccggttgg
gcgacggegt
ggcagcggta
gtcatcgtca
gtcaggtgge
atcagtccct
gtgaaggecge
gcggegggec
cgctcgggga
tccaccgagg
tcggtgeggg
ggccggccgg
accgcgctga
gccecgggegg
gaggcgacgg
cggtcctgece
caggcggcga
gecagggegg
gtggcgatgt
egggcgcgga
agcecgetegg
ggcaggacga
tgcegggega

acgcgcacgg

cggaccagcg
tgggcgtgcece
tgttcggcaa
ggtgctceggt
cggcgaggac
cgcceggectt
gcgcgacgac
cggcgeggte
ccggggtgeg
cgeceggtgec
gccgggacag
gggccagccg
cgacgccgcc
ggtcgeccege
ggggcacgta
ccagccgetce
cggcgcggac
tgacgacggt
cgaccggetg
acgcggccag
cggcgacggc
ccgggcgggag
agtacgccag
agtcggegta
tgtaggecge
gatgcaccgt
gcagggggcce
cgteggecte
cggegeegge
cgacacagct

cggtgccgaa

24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460

26520



gttgtagaag
cgacagctce
cctegeegtg
ccectgegte
atcacgctgg
cgcegecgea
acccgcaggyg
tecectggtcece
tccagcacgg
aagtcccagg
gggccetgga
tcgacgtteca
gcctecggegt
gggacgtcgt
acgacgccgt
cgctgetgee
ggcgatcteg
cgeccteggtg
gtagtcgegg
gcecgagcagt
gtccaggtcg
gcgeggtteg
caccttectge
gtagttggtg
gaagtcgtce
gctgtagccg
gtgcgeggeg
gcgttegteg
ggtctccgeg
ccgggecgace
caccggccge

ggcccactgg

gcgctgteceg
ageggeceggt
cgctecccgga
atccggetgt
ccagggcgeg
tcggggcggg
tgaaggcgcee
agccgegecce
cggcggggtc
tgggggcege
agacgatgag
tgtggccgat
cggcgcecgte
cgtgegaggt
cgcaatccte
ttgcttecgg
cccgcgegga
gcgeccctgga
ccgatcagca
tcggeegggt
gtgtgttege
acggacacca
tcgtactggce
ccgecgtggt
acggcggccg
tagcgggega
acctcggeccg
aacgcgggca
cecctegggea
acccggtccce
acaccggtgg

aggtagtcgt

ES 25334371713

gcatcageceg
cgcgggggac
gccggttgag
cteccegetece
gtgggtgeceg
cttctecetgg
cacgceggge
gaagccggac
ggcggtggge
gggcgtgace
cgeeccggteg
cagggtggag
gggtccgtge
gacgaccatt
ccggtacagce
tggagcggtc
ccgeccaccat
cgtagatgcc
actccceege
cggtggagtc
ccgtgggcag
ggcgggaggce
ggcggtagag
agcgcatgat
ggtcgaagac
acaccgcgca
cgctctggec
gccggtgeag
gccgggggcyg
cggcgagcac
cctccacgee

ggtactcgat

gtcgaggaac
ccggctgatg
tgccgagtce
tcgteggett
gactcgcttg
ctgagcttga
gcgatetgge
tccageegee
teccactagtge
ccgtagacceg
ccggagegea
ccggcegageg
cggaacagca
gccagtgggt
ggacgttegt
cgggtcgecac
ggacagcagg
gcaccggaaa
ctegtecegg
gtacccggtg
gaactccacg
gttcatcace
gcecctggagg
ggcctgettg
gcggttggeg
cacctecggece
ggcgccgace
caactgggag
caggccgéag
gtcgagegeg
gtactcgacce
ccgggaggge
56

cacagccgcet

ccegegggtyg
agtcccggece
cggtgagtcc
cttegaactg
acatcgtctg
ggaagtagtc
gggcggtgte
cgttcacgtg
tecggegagac
tccggegeca
ggacggtgce
ccggegegtyg
tgtgtegeag
acacttcagc
cggccgcegg
gtggaggcga
tecececeggtgg
cggagggcgce
gcgtacacga
cgtacggegg
cgcagccgceg
acgtcctegt
acctcgggeg
aacgggctgg
tgcgggtage
acgacggecce
ctgtgecaga
gcgaggacga
acgacctcﬁc
aggtggttca

agcagggtgt

gctgggegaa
tegtgeeggt
gtegegaget
geggtegege
ctecgaccacg
cacggaatcg
gagggaggac
ggagacgatg
gacggcgatg
atagccgtge
ctgegggtte
cgcggegacg
ggtggccacc
aaacgccagg
ccectgttece
tgatcgacceg
tgcecgtgggt
tgccgagecg
cggagacgcec
ccaggtecgge
cggattcctg
gggcgccgga
cgacgacggc
gggcgaagta
agtecggegac
ggtccatgag
ggcggggcgé
cgegttegee
ggtttctggt
cggcettceggt
geecggtegge

gctggttgat

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440



gaagtcgacce
attgegecatc
catcceccecga
ttecggatteca
gacgtccagt
ggtcatatat
tcacctgega
tgggttatgt
gaacggaagt
ccgteggegg
tggacggegt
gcgaaccggt
tcecgtegagt
tcggccagag
aatccggtca
cccacctecga
tccgegagece
tctggaatgg
tgctgataca
ccecctactte
ccgcatcaac
tcgcaagagt
cgtcatcecge
ccgataggag
aaatcactgg
ttgtggtgce
tegggectgte
ccggcgaata
tcggeggegt
ggggcgtgcg

cccogegece

agccggtect
gtggcgatgt
tgccageega
tggagcgceca
acttctgatt
caaccgccat
cgtectecag
cgtagtecgac
gctccagetce
cgtccagcag
ccteggactce
cgtcggccag
agaagggtgt
agccgcagaa
gctggtcgag
gccgetecge
gcttggaaac
gctegecggg
ccgacgacgce
catcgacaga
cttececttgt
tttctatgeg
accgccggaa
cgggceccctag
cctaaatcct
gggcgtttcg
gcgtegggtyg
tctecaggac
tgcgaccgag
ccttgaccte

gggtgctgat

ES 25334371713

tctectggag
ccttgagaaa
atteccttetg
ccgecaggge
ccgggcetetg
tagtttttca
atgegtgagg
gtgggccatg
gcegtaggag
gccgecatteg
caccctgege
ggcgectgecg
cgegetgteg
cagggcgaag
ccggtcggac
cgcctegacg
caggcgccac
cacataggcg
ggttaatteg
aggcagcagt
ccagccgatt
cccgctatgt
ccggagtcaa
gcgattecte
tcatgaggac
gtgtccggge
ggcgeegggat
caagccgtgg
ccgcttecge
ccgegecegee

cttctcgecg

ataggacagg
ggacacctgg
cttetecagg
gagattcgcg
ctgegecagtg
atggatgtat
gaacgcgege
tecggegatgt
gagacéacgc
agcgtgaacc
acggcctecge
tgccecgatga
cggaggtact
ggaaccacgc
acttdacgca
aacteccggeg
agagcgtgcet
gcagcgcttg
ggcgegecceg
tgctgtcecga
cattaggacc
aqccttttgg
gegttggete
agatcecggcece
ccgtcagett
aggccgcgceg
tccacggetce
gcggtgaggt
tcgtacaccg
ctcagcgect
aagatgtagt
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aatccgaaat
agcgaggagce
aaaagggcct
gcaccgaatc
gatgattget
cgtegecagga
tgtaaaaggt
ccageggeceg
tggcgecegta
agaaggtctt
cggccaggcg
cctecgtgeag
gggtggagtyg
cggacgcggg
actgcgggac
ccgccatgtg
cggcgtcegt
cggcgatttg
agccgatttc
agctattttg
ctaéaagcca
gcagactcac
ggcagggcgg
ggcgegtteg
gccgacggac
ggagcgccece
cgggagtcct
ggtcggcgag
tgaagatgac
cctcceggaa

cgcgcgagat

cactggtggg
ccecccaggag
tececggegge
cgattccggt
ctgcgagecg
cgcccagaat

ggtctggtac

gatctcecgeg
ggcccggggce
ggcgacgaac
gtacaggttg
gatgtcecggt
gaagtacccg
gcgtaggegg
gcegtegeceg
ccggtgeegg
gtactcgacc
gtcacgcege
cacgaacttc

gttcggacge

.cccgcagcac

cggaaattat
cttcaagttc
ggtgtgtcce
gctctttege
aactgcegceg
tcgacagggce
ggcggtgagt
acggcagtgt
cttcgggctg

gcegtgtttg

28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240

30300



gcgagegegt
categtggca
gggcagggtg
tacggtecge
ttgacggtga
agcacggata
acggtgtagg
tccegeatet
aggctcttga
‘ccggeegtac
gegteggeey
gacgagacga
cttcgecegag
ccecteacatg
cctegtctcece
gccgtcoccagg
cagcgcegtcg
gctgecgagag
ccactctgeg
ggcggcccga
aaggcgtccce
agctcgeccecc
gtgacaacca
ctgtgacage
ccgecgeage
ggctacggac
cggtacagca
aagaagccgt
ccgccgacga
agtgecettgg
gtgtgegtce

cccgecggte

cgagctggga
gcgcgegtca
ggcggagttce
ccggegegeg
acgtggcgcce
cgtgccagac
tgcacaccga
cgcccgecgt
tteccggagtt
tggtgtagtg
aggagacgaa
caaggcgctt
cgctctgege
ggcagaacta
gttgggggeg
atgtgcagce
tccaccgece
tcecgagtgcee
ccgeceegte
cgagcagaga
aaaacgccga
cagcagcagce
gattgtgacg
ggactggcct
tcaggggcgce
agacgtggﬁt
ggagcacgat
tgatggagtg
tgecgatgag
cgatggcgee
tttgctgtag

gctecegegeg

ES 25334371713

gtcacttege
gatgegegge
accgegtegt
ggccgcegatce
ttggggcgeg
gcecttggge
ggecegtegeg
gggcgcaagg
gtcggecacg
ggeggtggcec
caccacggtg
ggacatgaag
accgeggegt
ctcaaccgaa
ggtattgage
ggtctgcaag
gcgacgtgag
ggcgeggeaa
acccgtaceg
atccagcacc
ttegecgect
ggctactgte
tteggtgate
cgaaggtgga
agtgcccgece
cgceggtege
caccgagccg
cacgccgaag
catcgtgacg
cgcgatgagg
gtggtgccga

gacgaccggce

ctgcateege
gtecgecceccecea
gcggttcaac
atcattcegg
aaggtcgtgt
aacgcggcegg
gaagtecgect
cccgaacteg
gtggegetga
tttgagatct
ccggcaacga
tatccectea
tgtgtacaca
gtactcagac
aggcgctttt
cttegtegeg
gtacaccgcee
cgacaccttg
gtecegeggeg
gccegetgea
cccacaccga
acccgttegg
gtgacaccaa
cégaatgcag
cgcagcacag
ggtcagegeg
acgaccgcgg
atcaccttgce
aggcagccge
ccgatgagaa
ggaaggcccg
gacatacgga

58

ccgegegegg
ggtgaactce
gggtccaatg
cggggcggag
cgtggtcectt
cttececttgge
tgcacgtggce
ccggccaggce
aggtgagcga
ccggettage
cggctgegge
tagatgaccg
gcctgtceteg
gccctgaget
cgaatgtggc
atcaggacct
gcggecagea
tcgtecegece
cageccggtec
cgacgcgegg
tcccacagga
cggcgggege
ttecggagetg
ttcttgacag
tcggttcagg
aacgctgtec
cgatccatgt
cgagccagcc
ccgggtectt
tccaggecgat
acgaggctec

tatccgetcee

agtggtgcgg
gtccgeectg
gaggtcgega
ccgtcagtge
ggcggtggee
cgagctcttc
ttcectecgaca
gagcacccgce
ggcgctecca
cggcacageg
cacggcgagce
ctactggtct
acggccctge
tgtecgttecaa
gtccagcacce
tcagcagatc
gcgttgtgag
cgtaccgega
agctccacca
catcccgecac
caggccggac
gacagagccc
gccegcetgac
caaagacgga
gctegacgece
ggtgaagagg
cgagaggtgg
gccgagcaga
gccgggeatg
gatgcccacg
geeggggetyg

ggaacactcc

30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800

31860

131920

31980

32040

32100

32160

32220



acacgggtca
atccggtcga
ctgtcacagg
gtcaggcggg
acggccctcg
agctggcgag
cacgcgtget
tcececeggetg
gcctgggtgt
agcaggtcgt
aagggagttg
ggcggctegt
gcgtggaace
cgctegeaca
gggaagtgac
gatgcctegg
ttgegteggg
cgccatatct
aggagcagca
caaggcgggg
cgcgatcceccet
gcggatcttt
tcggtgeaga
gccaccaacce
accagtggag
atggcggagt
gcecgetgga
aaggggccdc
gcegtgeggg

caggtggaac

tcegeegect

aaggtcccgt
cggcggattc
tcatcecgececce
tccatteccte
gtgttatgga
gagggcgtgce
cattcggegg
ggcccggetg
cggggtctgt

gaaaggtgac

cggctgctte
agctgaggat
actccagcag
qgﬁccgcaat
ggcgcacggt
cgeegtgege
cgtcegageg
tagcggcaca
ccatgececcag
ccacggcteg
cgtcgaagtc
ccgaccgggce
tgcegeccat
tggtggacge
tcggtgaaca
acttececacac
caggtgatcaa
gcggeggact
acatcggcac
tggaactggc

ggggegtgee

ES 25334371713

ttccteegac
ggtgactggt
tcagtceccte
cggatcccca
taagccgaag
cgaggcagtt
acttcectgte
agggctgagce
gtggtgctceg

gtgcggtgca

gattacgccc
atgggcgaat
tgcggtgegg
gcgecteetgg
cgccgaaccg
ggcgactteg
ctggeccagte
cgaaacggcg
cagcagcgat
cgcegettttg
cgcccgggceg
ctecctegac
gaccgagacce
ggcgaagata
cacccgggtce

caagcaggcg

gceecgeette

gctgacggta
ggccgeggea
tggtgacctt

cgtgaccgeg

cgacccaccc
caaccttcga
aggtcgcccce
gctgcctcac
ctcaggacgt
cggttgtcac
accggegeceg
cctteccacgg
gtggccaggg
accgeccttgt
ccgéagctct
ccgegggetg
cegtectegg
aagacggctt
acgcctgcga
gctteggega
atggtctcect
ggccccgecg
accgtectgg
gccgeccaagg
atcgaggegce
ccggeggteg
agcegtggact
gggggagtac

gcecggectggg

atcatggagg
ttcatggaga
ctgaagccgg
cacgccectcee
cgcacgatgg
cccteeoctga

59

ggcatccgat
tggcgctcga
tcggaaggcg
agggtgctgg
tctcacggceg
cgaggaggca
acgagccgga
cgaggcggaa
cgatgeccgac
cgcggatgge
tcggggaggg
agacggcgta
acgcactcag
cgaggagcgce
tgcgggcgat
cggcgaggat
cgttgctaag
ttttgtctcet
tcaccggege
tgcecegtacg
tgggcgcgga
agggggtecg
tcgegagega
ggcagttcgt
ccgagggccg
cggtgegtgg
acctgeccect
acaccgaact
gagaccccga
agcagatecge

gcgtggaaga

ccgteggeeg
tcaaggttecg
tccaccagag
ggacccgggg
acgccggatg
tcccacttcet
gttececeggge
gaggcggtceg
ggcgagggtce
ccgcectggage
ttetteggtg
gcggacgaag
ccgatgggeg
ccggegggtyg
ctgectecectgg
gcgetgatag
tggcgggece
ccggcecttg
caccggccag
tgcgctegta
actggtacgc
cgeggtgtte
actcgeccag
acagtcctcg
ctgggcggcg
tgcgggttte
gctggeacee
ggccttggtg
ccggttcecac
gcagaccttg

ggcccttgee

32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
3300b
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020

34080



gcgggcatge
cggcccacat
gagcagttga
acggggagcg
ccctggacgg
gcacgacgtg
ggaggdatcg
tggagtcgtc
ctgecegggat
cggeggecte
ggecegggtce
catgaggceg
agctgaggaa
ccacgtggga
tectegecect
ccggagteca
gcaccaggcc
atcgeegett
tcggacagct
cgtgegggtce
cgggccagcet
gcggcccggce
tgctegggeg
cttcceette
cgggcgacgg
gtgactccgg
attctgtggg
catccecgaga
ccacgeggte
tgtteegeca
cgagcaggtc

teggtggtgg

cgaagtgggg
tecgececcggaa
cacatgtgtc
cggeggttge
gctgcaatga
gccatcaggg
gcccagtgeg
gtggcttcgg
gtegetegeg
cctegggtec
cgceccateeg
gccgtegtag
gagcacagga
cgacccgaac
ctectcateg
aggttcecgea
tcaaagccca
ceccagtgege
accgcagcett
ggaagcggag
ctccgatcett
agtcgggeeyg
gcaggtagat
gtcagctgag
gcttctggtt
atccgcetgea
gcegtgtcag
atctccecgee
gctegeegge
ctececeecegee

gcccgetece

ccgttgtgaa

ES 25334371713

agccggacac

gttgggcatc
tgattagggg
ccgcagaggg
gcaggacagc
ggtcgggegg
ctgcttcecege
agcccgtceceg
tgggggaacg
tcgecctett
cacgagcaca
acgctccgcet
tccgggacgg
teccteegteg
ccgeateege
cagcgagatc
cgacgagccg
tggttgatga
gccgegecceg
gctcggeegg
cteccteggge
tgagcagtge
cgetgegeag
gccgetgeeg
ccecgtectta
agcggagcaa
tcgteccgeg
tgcatcacgg
ccggtgggeg
ccccagggceg
ggagaggccc

ccgccacgcg

gagtggaaca
ccgctcacca
tgtggeggea
cattgcggté
gcagaggggt
tacgggatgg
tgttcgegeg
ggaagtacac
agtaccgecaa
cctegteget
ccgcgcgcaa
ccgatageca
tgccatecgge
tccacgtcecte
acccggecga
ctcgaaaagg
accgagcgca
ggttcaggaa
ccgececggag
cgaggttecge
agtccggaca
gccgacgata
ccgacgcaca
tggcaggtat
tcgacttcga
ggcacgtcag
acactcgcgce
cggcgcecaac
acctegtgece
agtccteget
cagcatcacg
ccgdccggct

60

acgtggtcct
ccttegeega
agggcgcgcc
ggggggcatc
ggacacgaga
ggatgatgta
ggtgecggea
gccgtgggeg
ggacgcgggce
ctegttecag
cgectgeegec
cctggectece
cagcaacacc
cctctcaccet
acgcacggat
tgacctegea
gaccaccgaa
agcggggtca
cggeggttge
cgtcgatgece
tcctgacgge
ccggeegtcece
gatagattga
tgcaggagcc
cagagtgctc
acatttteccc
gctaccggac
ggcgagcccg
gccacgttce
gcgctegeag
gcccecgtcaag

cgteggectg

ccagcccgec
gtgggcggat
attgacccct
ggtgecggtce
tcecetggagt
gcgegggtgt
gecetgttegt
ctggecccatg
gatgeggcett
tcgagagege
cgeggtecge
gctccggaag
ccgaccgcac
tcacccatceg
acagacgatt
cctecacegt
gacgaagcgc
cttctctaca
tcggegeeeg
ggcggcacga
ctggegecact
gaccgtcgga
tcgéaaggcg
ggtccagcta
ggtgtgctca
aggatgcecceg
cgggcgggcc
aacctctggg
cactgcgege
tactgeccgea
gtgctcegga

gccatcgeccece

34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940

36000



ggcctggtee
tcctgatcat
cgcectegac
gtagcacggc
tcggcggcac
acggcgecge
gatggccgeg
cgtcggegac
gtgccecgac
ggcgecagtte
gtteggteeg
cctgggeceg
ggtccagcag
gctgggctac
tgaagtageg
acgcgtcatg
cccegggcettt
atccagatce
gagatcggcce
tggtacctge
cctctgatce
gggttcggcg
acgtacgcecce
gaccacgtgc
gaccteggece
acgccgggga
caattggcga
ttectgegeg
gtggtcageg
ctgaccgtac

gaagagacgg

cgctcaggat
cggattcggg
cgggacggtg
gatggccctg
gccggtcecg
ctcttegeeg
cgggaccacg
gagcggcagce
gtcgeggeag
ccgcacggceg
ggcttgttea
ggggaggaac
tegtgtgecg
gtgcaggtcg
caccagccgce
ccgtttegga
gactgaagga
acgaagcggg
cgggcgaggt
gtgaagggat
ccggaacgga
tecggcgacga
agtacgtgge
aggcggccgg
acgaggtgcec
tgaccgtgcet
aatggaaggg
agcteggtge
gtgtcgacct
tcaagecgegg

cgagtctgga

ES 25334371713

gccggggcag
tcgeeettge
acgaggtcgg
ccgctcgega
aggaactggt
gccagttett
agcatccggg
ggggcccgcyg
tgcagatgcc
gcagtgatca
cgcacggceca
gtececggecgg
agatatttct
gcggcggccc
agttccaggt
atggtcagat
gcaacgtttc
tgggccggaa
gctegteecgg
gaaggtcatg
catgtcgggce
ggtcttcgge
cgcgeeggcet
ggcgccgatg
gtcteecttte
ggtcaacggg
ggcacacgtc
cgatgagtte
ggtgatcgac
cggcaccétg

catcaccgtc

tcaggacggc
ggctgaccag
gacgcagtga
cgagttcgag
aggaagccca
ccgeggtcac
gctcctegta
cgatcagggc
gggtggcgat
ccaggtctte
gcteggectg
ccggagtgag
cgagccgttg
ggccgaagtg
cctgceccecgag
tgccgaaccg
cccgagaaag
gttctgeggt
gtgcacgegg
ccggccggga
gtggtccagg
atgctgcggt
tctgacctgg
gccgtgctca
accggecagg
gccgeeggtyg
atcgeggtgg
atcgactaca
accgteggeg
cteeceggtgt
tcgaacattc

61

cttggcagcc
gacgacccgg
gctgegecga
cttgtccteg
gcctgeggte
cgacgcgcegg
cagcggggtyg
gtcgacgcgc
ctcggegteg
gacgtagceg
gcgggeggec
cegggtgecce
gatctgacgg
ctggtgcgece
atcgttcacc
gtcttggacg
cgacaggcge
acgacgaggt
cgggcatcaa
tgaggccgge
cggtcgectece
tcecceggatt
ctcacaagcc
cggcctggca
tgcaccagcee
gagtgggcca
cctcaagtceg
ccacgacgca
gcccggacgg
tecttegeega

aggtacgttc

agccggaaat
ctggggggag
tcgeegaceg
tagctctcecga
tcgaacgcac
tecggccagag
gtgaacacgt
ctgtcggaca
gggtaacggce
atggcgattc
cgcagcaggg
tggggggtge
ctcagcgccg
gccaccacgg
ctcgcagggt
gccatgcegt
gatgaaggcg
gccggctece
cccgecggac
gctggagtte
ggacgtgeccg
cgacggccgg
ggccggtate
gtacctggtc
ggtgcegatce
tttegegatyg
gcacgagcgg
ggccgeggac
ctecacgcette
gtacgacccg

ccacggccce

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

37740

37800

37860



cagctcgeceg
acctaccecge
ggcaagatcg
tacgcccacg
accacctgga
gccgeggegg
gaccggeccg
cecgegageag
cacgecggtt
cttcggaaga
tgctecegetg
cgcctecggeg
cgtcecgegac
ggttcatgtc
acccggccca
ccecgeagtee
cgggtgcectt
cgtacacctg
accagtcctce
tegeggegaa
ctatectecte
cgtagaagac
tecccgateat
cegegggege
gtegtggaag
catcatatcg
tggtgcaccg
ggaacgacgg
cgccgaccte
ctegeeceget
gagcgagcag

ttgacacacce

agatcgggceg
tgtececgaage
tgctgacggt
ccttggacga
ccgtcacgat
tgctegactt
ggacctcagce
ccgeggegece
tecectegggte
cgctgacege
ccgtgccgac
accgatcgcece
ctcceggacg
gatcacgagg
aagcgtccgg
gatgcggege
gcgataggge
catctccagg
gtagatcgac
tegegtetge
aggaccggceg
catgetccece
goagocgacyg
gattccegeg
cgeeccagge
gcacggaggg
ggtagcggga
agtggtggga
cacaggttca
cctecceegga
ccgagectgt

gcgegtegeg

ES 25334371713

cctgttegac
ggtcagcgca
ggcctegtga
gttgcatata
gcccégacag
catcttcecate
agttgcccag
atcttgacgg
gctgteggece
cgctcececg
gaggtctccg
gcgcagcegte
acacgcttcg
acatcgctgg
tagtactcga
agcaccgtct
aggccgtcga
gaactgatecc
cggtegagga
aagaagtaga
gtgtagaaga
agctcetttgg
cagatcactg
caccggctct
gcaggtgacg
gtgttcgaat

tcatecggagg

caggggccac
ctctcaccgg
acagcgcgta
gtggacgceg

aggcectcee

gagggcacac
cacacgcgag
tecgecgaaac
cccgagetgg
gggatgeteg

cccegtgtea

ccgacccgat

gcaggcccag

aagtcagcgg

atcctggatg
gacggctgag
agatgcgcecg
cgtcgteggg
cggaatagtg
cgagactttg
cgaagtccge
tctcacgeat
tgccgaggte
cgttgtegte
gctggagaag
gcggeaggat
cgatcagctce
ccatacctcg
tccacggecac
agcctggect
ctacgtgcete
tgatcatgta
tgacgcacgt
tgaccaagga
caccgatcag
aacgtgtcgg
gccatacgag

62

tcegggtegg
ccgegecaggg
tccagcaggce
aaacggtcct
gccecegtege
gctcggtgag
gagcgeggge
tcgegetgece
tcattgtgece
cggeggettt
ccgtgetgeg
gactttecgecce
gctgttcacce
ctcgtgecacce
gtcectgcecteg
tctgagatac
catctecegeg
gtgattgact
ctgtttgtac
gaagggatag
cgggttgtece
ggccacgett
cttetttece
acgcaccgcec
ccgtcggacg
gtgcecectgga
gcgggtggge
atcecgcecagece
aagatcgeccece
gagaacgacg

ttaccacteg

ggcectegtee

ggtggacagc
ccacatccaa
ggtggcgaac
ggccgaagac
cggacgcgeg
cggtgtccceca
gccgagttge
gcgtcggatt
acccgtccea
cacggcacgce
catgccécgc
acggcaaggg
acgtcggtge
cagtcgtcgt
aagtcacgcc
accatgagat
agcaaccecct
ttggcgaagt
gcctecettga
cgettegeeg
tccacgetet
gtcttecega
gggacaccgt
gcggagcgca
accgaagcgyg
tggaagacge
ggaacgacgc
gcgetggagt
gcatgceccagg
ccgegacccece

acgaccagcc

ccecggtgega

37920

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

39780



gtcgecaggcece
ccagtggege
gggcgetget
acgagacgat
tggccactcg
gatcctcecac
tcaattgatg
actcgatgceg
gceccgggege
tatggecggcece
cgtcgaaaac
gaaggggcga
ccagcagtgce
tgaacgcetge
tcgagttggg
ctctgctgag
acatgtgatc
ggaagggcgyg
cctgtteggt
acgacccatc
gcecegetgtt
ggcggacaga
tcagcgcatce
ggcaccgaac
tcgetgtgge
cagcggcgte
cgagcggccce
gaacgtcegg
gggccacagce
ggtgaagtcc

gcgcagtgeg

ggggaagcge
gcccatgecac
cttegecacce
gacggcctet
gggaaaactg
ggattgcccg
ggcggtggte
ggatatctca
atccctecttt
tettetgegg
gggccgctcc
agcataaccg
gteggeggece
tececggegace
tgagaggtcg
acgtgtgtceg
accagtggge
cagggggccg
cggaaacgcc
gggtggcgge
cggtectgeac
ccggctgeecg
ccgeccgtege
tgegteggee
agggcgtegt
gcgatctege
gcgaccggcg
gtgaggcggg
gcgtagtact
atctcgtgea

gatgcgggat

ES 25334371713

tgccacaagce
cggtgggege
gatgtgcaaa
ccttggegea
ataggtgtgg
tcgagcgcegt
tegtaacegg
cccgactget
ctttegatea
gttcecectgag
gccgecggea
ctgaccaggt
tcctegatca
cggcgcagcc
acggatccce
gcgagcgegg
atcecgcecacce
accctgtggt
gcggggtgte
cgggtcggge
gctgtteggg
gatgttegte
ggcctgacge
cgtcgacctg
caaagcggag
ggcaggtggt
tccaggtggce
ggccgaagtce
cgtcccactce
tgacgacgat

cgggcaggta

gggtcagcge
cgtgtccgaa
atacttegge
ccgtegteee
acggegtett
caccggtgag
ccatgagaag
caacccgcecac
gtgaggacat
gcgtecatgtce
cgccgagcag
cggegectgg
ccgetgectg
gggegtggte
atttecggagc
cgcgecceac
gtttgacggc
gatcgaaagt
tgtctccect
gagcgggcett
ctgececegget
acgtagcgeg
gttggacgcce
cgctctgegg
gtggtccgge
gctgagccag
cacttecegge
ggggacggcg
cggcagcggc
ccegtecggt
catcaggatg
63

gatcttecate
tgtgaggtgt
gtcatgattg
gcccaggaca
gcggagcagc
cagttegagt
tgccagtceccg
cagcgecgcetc
gtacttgata
gaacagcgca
tgagctcaac
cccecgcaace
tgcggtgact
cgcaccgtce
atcggggtgg
ggcgtagtcg
ctcacttgat
gccggacatg
gccgecgacyg
tttcecacege
tcggeggaca
cacggtgtgt
tgtggtctca
gacaggacga
accgtgacge
ttgaggaccg
tgccggagge
ccggcecgeca
ggacgtgacg
ttcagcaggg

tacctgecega

tggagaagaa
gcaggccgge
ccgtgecagea
aggtcctcega
tcctcaacca
atggcaagge
aggttgatca
aggagatcct
agagtcagga
gtcacggegg
gcgaccatgg
tgtagccegat
cgggegetgg
agactcatga
gtggcecgecag
gtgaccagcc
Qgcgctgcca
gtcgattact
gccgtgggag
ccggaaggceg
gaccggcttt
tceetgecte
gccgagegtg
ggtccecggag
cggcgttgeg
cgggatctee
cggcgtegag
ggaaggggcc
gcgacgtgtt
acgtcagacg

ccaggacgtce

39840

38900

39960

40020

40080

40140

40200

40260

40320

40380

40440

40500

40560

40620

40680

40740

40800

40860

40920

40980

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640



gaacttcatc
gagccccgee
tcccacgacg

tceggecaccyg

ttecggtgaac
gtaaccgage
gttccececacyg
cggccgtgeg
tgtccgaagg
gccgcacgaa
tgtgttgegt
cgaggcggcc
cgggtgtgtc
tgatcacctce
caccggtcge
cgtacccggt
cggeceggtge
cactgaccag
tcagttecgte
ccgecagggt
cgggcgegaa
tcacecgegat
ggacgtagcg
cccggatcececa
cgtegtgeag
gccaggtgca
cggeegecac
tgtactgaac
ccacctecegg
gcagcgggcyg
cggaggtgeg

ccgcgaccgc

ggccaggtga
tecctgtgeca
tgtcecgeegg
atgtcgagga
ggcgagatcg
aggtatgcgt
gcaggtggcee
gtgtggtccg
cggcgggcgg
ctcgategtg
cgtggcacga
tcecectegteg
ccgcacgacc
tttcgtgegg
caaccagccg
gctcgtgacg
gcecgectegeg
ttegegacac
ccggtcggea
cgecteegec
acgctcggeg
gcgccagegg
gtagceggag
gtcaccecgga
cageggtgte
gccgacgtcg
gttgccatgg
gacggccggg
caccaggagt
catggcecgga
ccggagatag

gcccgccgcc

ES 25334371713

agtcggccag
ggatccgege
gcccgaccag
cgctcatccc
cctegttetg
cgtgcgccat
agggggctce
gtgttccggg
cgcagagcct
tcgggtgtga
cggctcgect
ctccagatct
gcctegatgt
cccacgatgt
ccecggaagga
gacgcccccce
gtggtgagcc
ggcccggege
cgcagcacct
agtcegtagg
aaggcgtect
gagagatcga
tcaggagceca
ctgcgecaggt
aagaaggaac
gtcctggega
ctgagcacga
tcegacgecg
acgtcgacceg
gcegtcagea
gcgtcggacg

agcacgccga

gtcegegget
cttgtggacg
ttgggcggee
cggacgtact
aagggtcagc
gcgaggcectce
gcggtgtetg
tatgtcacgce
tgecegetgga
tgcccagete
cgtegtgeeg
gcteggecag
cgctegeeca
acagctcgee
ggacgcgacg
ggacctcgac
ggaccteggt
cggacggecac
tggeccgggeg
ccggcaggaa
gaagcegeceg
ggccggeegg
tggtgaaggt
agtcctecgg
cgatcaggcce
gcegtgtgee
cgcecccgegg
cccgegegac
ggcgggcegec
cggtcegtac
acccgaaggg
agaaggcgcg
64

tcgtacecgea
gttccggggt
agcagagaga
ccggccgacce
ctttggtget
cagggceggt
gagcactgag
accggagcgg
ggtgcgtgeyg
ggccaccaca
cgtcgtctcg
gacgccgtgg
gtggttcgeg
gtcgtgeccac
gctectctteg
ggcgccgace
acgeccgcace
cggtacgtaa
gccgagggga
gacgttcteg
gtegacegge
cggcgccgcg
cgcccccage
tgtcagcaga
catgtegtgg
atgggcgatg
ttcgetgete
gtgggcegeg
gtcggacagt
ccgagagegg
cgcgggaccg

cgcgaagtcece

ccgagtcege
cgegetegat
cgtatccecag
gcagggtgcg
cgctatcgga
cgtgcgggga
tgcectgtag
gacatgtacg
atccegeege
cgtgcgegga
acgacgagcc
acgaggaggc
ccgaagacga
aggcccaggt
gggtggcggt
gtgccgggea
ggcgttcecca
cggcececcggt
gggaaggcga
gacagtccgg
teggegeegt
tegegectea
cgccecatgg
tggatgtcga
aagaggggca
gccgecaccece
gtgccecgacg
gacggctcgg
ccaggaccga
cgcagggcecg
ggcagcggca

accgacgteg

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42360

42420

42480

42540

42600

42660

42720

42780

42840

42900

42960

43020

43080

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560



gcaggacgag
ccegeecegge
gcagcacgtg
gggtcacgac
ctececegeacyg
ctegatctee
atcggtgtcce
gacggtctgt
gtgaggcegg
gccgggccgyg
gtegtegtee
gtcgtgctgg
catgccecgece
cagcgcggcg
cgcacggcag
ctccgacaca
gttcatcatg
cgcgtgette
gtgccgggat
ccattccege
ggtgaggaag
cteggtccag
gaggtagtag
ttcgaccgag
gtccagtget
ccgggtcegg
gtcecgeceeg
gtgccagtcg
cctttcggeg
ggagggcgtce

gtggggctceg

ggcgaccecge
ctecggegaag
catgccecegt
agcggttecg
gtgctegtet
agcacgatct
acgcccacct
tcgatgtcgg
cgcgtcgggg
cgggccaggyg
gccaggagcece
atggtctcga
gggtgcttga
gcctgatggg
tgecegggect
tgggcggega
agggtggcgg
gaacggagtg
tecctceegeac
aggaagttgt
tccacggtee

tcccagegeg

teggtgtaga

gtggtgaacc

tccgeccage
ttgaacttcg
atccacaccg
gcgtgtgecg
ggggagactg
ctctetgteg

gctcecgtaac

ES 2

tegeecgggte
aggtcgetgt
ccggagectt
tgceggecte
cgaagacgat
ggagcgcgtg
cctecgacace
tgacactecgce
cgcggcggga
cgcgecagcett
ggacgatcga
tacggcggat
cgcegttget |
ccggatceget
cgtcgeggge
gcgecttgta
agcgcacgtc
agaccccgat
cccattgecag
gagcgecggg
gttcgtcgag
tcgtectegaa
ggtcgtecgt
cttegggege
cgggaaccgg
agtgcgaccg
ccgcgagcete
gccggtecac
cggtggtggg
gtctgcgcag

acgtgcgtgce

53343713

gcaccccgeg
aggacagcgce
gtgcggegac
cgcgatcace
gcggtectee
gatcgagteg
gatgcgcagt
ctgtgacatg
ggcggacgcec
ggctttgatg
catcaccttg
gccggeegtg
acggtccgeg
gtecgecacagt
caggagccgce
gagggcggac
gccctgecgga
ccggtccagg
tgceccaggag
tagggtgccg
catgcecgtge
ccagtcgaag
catcagcgcecg
caccgcggceyg
gcccgecgta
cagcgeccegg
ggatgacggt
ggtgacgtcg
tgccagcagg
gccgteggeg
cgcgacgtca
65

cgacagcage
gtcgeegtcee
gcggeccgage
ttggtgatcg
acctcgatgt
aagcgeggcea
tgctecggega
gcgtggtgtt
gggactgacg
tceegegggg
gcgteegegyg
gatgtggaat
agccagatgt
tccecgecatga
cagattctgce
gcgcegtgact
tacggctcte
tagcgggecct
gagaagctga
aactcgatga
tcgatgeggt
atcttgttga
cggtgcgccc
ggccggacga
tegggeccga
acggcgggca
tcgaactcegt
ccgaaggcgyg
gcgatggtgt
agcaccttge

gagccgeccqg

ccecgeggeca
tggcececcgge
gcggegaaca
cggccgcgaa
cgtagtgctg
aggagcgcag
cggatcggeg
gtcctgttct
gtcagcgagc
tcteccaacga
cgtccaccga
gcgggtagaa
aggccatgcecg
agacggagaa
ggatcaccgg
ccgagatcac
gtttgtagag
ggaccagtga
cctcgtectg
cggcecgcecte
ccaggtccac
aggtcatgtc
gcagggccag
tgtcctecgac
cgacgtacac
gcggetcgge
gcaggtagcg
ggacggtgag
gcgggggcac
cgcgegttgt

tactecegegg

43620
43680
43740
43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360

45420



10

15

20

cagggccgag
gcacggtcca
ccagtgcegt
geccgaagec
cgtggtgege
ggatcgtcetg
ccgegecgtt
gggcggaggce
tgatgacgcet
cggtgagccg
gggggacgtc
tctectggac
gcagacgccg
ggtaggcgaa
cgaggagccce
tcagtgectg
cgctgtcggt
ctgecctecececa

cctegtggtg

tececegeege

<210> 4
<211> 37
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4

gagtacgggc
cgtgteggac
ctccagctgg
gaggtggceceg
cgggtcecgg
gccggegatg
ccagcgcate
cagttgctecg
ctggtggecg
gtcgtctcecg
gcgacgtteg
ctgttcgggg
cttgcecgetge
agecttgegg
gtcgacgagg
gtcgaccagt
cgcgacgaag
gtgcgtgatt

cggaatcgcc

ccgcaggcag

ES 25334371713

agcgcctcecga
ggggccagcc
agacgggcca
gectgeegece
cccgecgage
acgacgtcct
gtctectega
gggtgggtga
gcgaagaaca
tcctggegtg
gcgacgatct
gagttgttcg
gggatcccceca
agatccaccyg
cgttccaﬁcc
ccgegeagec
cccatcaacg
ccecttggega
cacgcccgea

gcgtteteeg

cagagaattc gcggtacggg geggacgaca aggtgtc

<210>5
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

tgctgttget
gcacgteggg
ggtgtgtccc
ggcggacgte
cgaaggacgc
cggtcgggta
ccaccgcact
gcagcgcegtg
tcagcaggat
ccgtgagcag
cccggagceag
tacgggtctg
gcaggtccga
gccggtette
ccgggegeat
gccggtgate
gccacccgtce
ccctgggatc
caccgccecggg

cgtget

37

66

gacgaacgag
gaaccgggtg
gatacagaag
gaagaggtcc
gaggatggct
gegeatcggg
ccacgggace
gcaggcgttg
catgcegtge
gacgctgatg
cgcttegate
catgccggtg
gatgacggtg
cggecegtgtyg
ggcctccacce
cgcgcegtge
cggcacttcg
cgtcagcact

gagttggacc

ggcacgggcec
aagaatecegg
tgcgggecgt
gegteeggee
tctecceecggt
aactggttca
tececeggege
acgagtacgt
agttegetgt
aggtcgtcce
cgtcecgtega
agcacgtgca
gtggggatgg
gcgagctggt
cgttcegggg
gaattgatga
ccgcgggccyg
cggcgeaggt

ggaacggctc

45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560

46596
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gcgcatgcat gtgeeggtge cggtecegega geegcettgg

<210>6
<211> 40
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

cctecatgeat ctggaggacg tcgeaggtga attctgggeg

<210>7
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7

gggcaagctt cteetggetg agetigaaca teg

<210>8
<211> 3994
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Fragmento de ADN

<400> 8

33

39

67

40



cagaggatcc
ctecgecagect
acgcgctgga
tggacggcgg
agacgaggtt
tgtgagggge
cggcgaagag
gtetegtege
gccgacgccg
acggccggtg
aagagcctge
atgcgggatg
tacaccgtga

tccgtgetgg

gcggtacggg
cacaacgcetg
tctgctgaag
tgctggacge
gaacgacaag
agggcegteg
accagtagcg
tcgeegtgge
ctgtgccgge
ggagcgecctce
gggtgctege
tcgaggaagce
agagctcggce

ccaccgccaa
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gcggacgaca
ctggececgegg
gtcectgatceg
cacattcgaa
ctcagggcgt
agacaggctg
gtcatctatg
cgcagcecgte
caagccggag
gctecacecttce
ctggccggeg
cacgtgeaag
caaggaagcc

ggaccacgac

aggtgtcgtt
cggtgtacct
cgacgaagct
aagcgcecetge
ctgagtactt
tgtacacaac
aggggatact
gttgccggeca
atctcaaagg
agcgccaccg
agttcgggcece
gcgactteceg
gccgegttge

acgacctteg

68

gccgcgccgyg
cacgtecgegg
tgcagaccgg
tcaatacccg
cggttgagta
gccgeggtge
tcatgtccaa
ccgtggtgtt
ccaccgccca
tggccgacaa
ttgcgcccac
cgacggcecte
ccaagggcgt

cgccccaagg

cactcggact

gcggtggacyg

ctgcacatcc
cccccaacgg
gttctgccca
gcagagcgcet
gecgecttgte
cgtetecteg
ctacaccagt
ctcecggaate
ggcgggcgag
ggtgtgcacc

ctggcacgta

cgccacgttc‘

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840



accgtcaagce
ggaccgtatc
ccectgeecca
ccacgatgcce
gcgetegececa
gcgcggggcea
cacgeccccac
gcegcocgaac
ttegeecggge
cagcccgacg
caccacaagc
agtgatttgg
cctatcggga
ggatgacgat
tcttgecgagt
tgatgcgggce
agtaggggga
tatcagcagc
atteccagagg
ctecgeggace
tgegacgata
aatcatccac
teggtgecge
ccettttect
cctcgetcececa
tcggattccet
ccctgetgee
accacctggt
aggtcgtcge
tcctegecte

ggcacagcte

cegtegtggt

actgacggct
gcgacctcea
gggcggacgg
gcaccactcc
aacacggcat
gcccgaagtt
actgcegtgt
tcaccgceect
cctgtcgaag
cggecagttgg
gaaagagcgt
gacacacccqg
acttgaagcc
aatttccggt
gctgcegggtyg
gtccgaacca
agttcgtgga
ggcgtgacca
tcgagtacac
ggcaceggea
catccattga
tgecgecageag
gaatctegece
ggagaagcag
ggtgtecettt
gtcctatctce
ctceceggatce
cgagtacggce
gctcgacgtg
cggcctgege
ccagttgetg

cggegeegge
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ccgeccccgece
ttggaccegt
agttcacctg
gcgcgcggge
ctcgecgegac
ccgggaggag
catcttcacg
cgccgaccac
gactccegga
ggcgctcceg
ccgteggeaa
aacgcgccgg
gccctgececga
gagtctgcce
gettgtaggy
aaatagctte
aatcggctcg
aatcgccgea
ggacgccgag
catgcatcetg
aaaactaatg
agcccggaat
ctggeggtag
aaggaattcg
ctcaaggaca
caggagaagg
gagtaccacg
gtggaggcca
ctegeecgggy
cceceggetge

caccggctge

cagagcgcgg

ggaatgatga
tgaaccgcac
ggggcgacgce
ggatgcaggc
tacatctteg
gcgetgaggg
gtgtacgagc
ctecaccgecece
gccgtggaac
cgeggectge
gctgacgggt
ccggatctga
gccaacgctt
aaaagggtac
tcctaatgaa
ggacagcaac
ggcgcgcccg
agegetgeeg
caégctctgt
gaggacgteg
gcggttgata
cagaagtact
cgctccatga
gcetggecateg
tcgecacgat
accggctggt
actacctcca
ccggtgtgeg
accgggtggt
ccgagggegce
ccgegttega
ccgaggtege
69

tecgeggeceg
gacgcggtga
cgcgcatcetg
gaagtgactc
gcgagaagat
cggcgeggga
ggaagcggcet
acggcttggt
cecggegeceoca
ccggacacceg
cctcatgaag
ggaatcgcct
gactccggtt
atagcgggeg
tecggectggac
tgctgectte
aattaacege
cctatgtgece
ggcgectggt
caggtgaatt
tatgaccegg
ggacgtcacc
atccgaagecce
ggggatgctce
gcgcaatcce
cgacttcate
gtgggecegec
gceggtgace
cgececcggace
ggagaccggce
cgaacgcceg

cgegeacete

cgegecgggce
actccgecca
acgegegetg
ccagcetegac
cagcacccgg
ggtcaaggcg
cggtcgcaac
cctggagata
cccgacgcga
aaacgcccgg
gatttaggcc
agggcccgcet
ccggeggtge
catagaaaac
aagggaaggt
tgtcgatgga
gtcgtcggtg
cggcgagccc
tteccaagegg
ctgggegtece
ctegecagagce
ggaatcggat
gccgggaagyg
ctggggggct
accagtgatt
aaccagcaca
gaccggctga
gaagccggtg
agaaacctcg
gaacgcgtct
ceccecgeeggg

atggaccgcet

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



acccgcaggce
gecegttege
ccgaggtcaa
aggacgtcct
ggctgegggt
ccgtacgegt
tgtacgccac
cccteecgecg
ccggggattt
cctccaccct
gcggecggtyg
gaagtgtacg
cgacacaacc
gegeeggtge
accgtecege
cgccggatge
tcgeccgacgg
gtgaacggca
accgecccgge
tacttcecgece

acgatgttca

cgaggtgtge
caaccgegte
gcaggccatc
ccagggcctce
gatgaacgcc
ggagttcctg
cgggtacgac
ggacgaggcg
ccggtgegge
gctgtecatg
cgacccggac
aacgtceget
cactggcaat
tgtteecggea
tcgceggetce
gctceggega
tctacggggt
cagtggagcc
ggctggagte
agatecgegcece

agctcagcecca
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gcggtgttceg
ttegaceegg
atgcgctacc
taccgeccgec
tcecgeetgg
cccacgggcg
tccacecgace
ggggagttgc
atctacgtece
gtggcggtcc
cgctccaccg
gtaccgggag
ggtcgtcacc
cggacccgac
caccctgatc
cegggegete
cacgcccgeg
caccgccgac
cggctteggg
cggcgtggge

ggagtctaga

ccecgetacgg
ccgecgtgga
acggcggcac
agtacgagca
tgtecegtega
aacacaccga
cggccgaact
tgatcggccg
agggcgccac
gcgcgggcga
gaagcaaggc
gattgcgacg
tcgcacgacg
ggcgecgacg
ggccacatga
atcgtcettce
gcccccacct
cccgeegeeg
cgcggetggg
gccttcacce

gcce

70

ctacagecgtce
cgacttctac
caactacgcce
gaaggtgtce
accgcgccag
cctggacgcece
gcteggegge
cgactaccgg
cgaggcegacce
gatcgcceegg
agcagcgggg
gcgtegtect
acgtcccggt
ccgaggcegt
acgtcgagaa
agggceccgea
gggacttcat
tgctggacat
accaggagte

tgcgggtcga

gccgactcca
ttegeceege
gtcgtcgacg
ggcgeceeege
gaatccgeceg
gacctggtcg
gtcteeggeg
ctcggcacca
cacggcateg
tcgatcaccg
aacaggggct
ggcgtttctg
ggccacccac
ecgcegegggce
cccgcagtgg
cggctatgte
cgeccgtecac
cgtctecgac
ctcectegac

ttecegtgeag

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

3994
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REIVINDICACIONES

Compuesto de formula (1):

HO

Formula (1)
incluyendo cualquier tautdbmero del mismo; o un isomero del mismo en el que el enlace C=C en C26, 27
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal
mediante la combinacién del grupo ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Compuesto segun la reivindicacion 1 en forma cristalina sélida.

Compuesto segun la reivindicacion 2 en forma de su polimorfo cristalino de forma | que tiene los siguientes
datos de XRPD:

N.° de pico Posicion [°2 Theta] Intensidad relativa [%]
1 6,2097 6,86
2 6,5031 7,76
3 8,2581 27,43
4 8,4838 33,64
5 9,5994 23,88
6 10,0981 8,54
7 11,0546 29,76
8 12,5883 14,81
9 13,1703 7,1
10 13,9184 100
11 14,2891 13,04
12 14,9759 10,37
13 15,3159 5,81
14 16,8844 18,15
15 17,1816 9,72
16 17,7384 53,03
17 18,1703 9,02
18 18,5613 32,19
19 19,0241 52,81
20 19,4201 5,08
21 20,0954 13,7
22 20,449 63,25
23 20,8962 43,44
24 21,1871 15,02
25 21,6388 16,08
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26 23,0029 50,8
27 23,2869 17,19
28 23,6883 17,16
29 24,1071 13,7
30 24,2587 19,55
31 24,9948 13,34
32 25,209 26,16
33 25,9577 10,06
34 26,4298 9,38
35 27,3687 11,1
36 29,0171 7,95
37 29,5603 514
38 30,0609 7,35
39 30,5824 6,5
40 32,1814 4,39
41 32,6521 6,74
42 33,5957 6,6
43 34,7946 9,04

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso como producto farmacéutico.
Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para su uso como producto farmacéutico
para el tratamiento de infecciones virales tales como infeccion por VHC o VIH o como agente
inmunosupresor o antiinflamatorio.

Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, junto con un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, junto con un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable que comprende ademas un segundo
principio activo o principio activo posterior.

Procedimiento para preparar un compuesto segun la reivindicacion 1, que comprende hacer reaccionar un
compuesto de formula (V)

L B
D-- -~
UJ\’on?ﬁn

Formula (V)
en la que cada Ri; es independientemente alquilo C;.4 0 bencilo;

con un macrociclo aldehidico (compuesto de féormula VI):

72
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Compuesto de formula (VI):

Formula (VI).

Procedimiento para la preparacion de un compuesto de férmula (I) en forma de su polimorfo cristalino de
forma | segun la reivindicacion 3, que comprende la etapa de cristalizar un compuesto de férmula (I) en
metil isobutil cetona.
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