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DESCRIPCION
Compuestos basados en sangliferina
Introduccion

La presente invencion se refiere a analogos de sangliferina, que son utiles como inhibidores de ciclofilina, por
ejemplo en el tratamiento de la infeccidn viral producida por virus tales como el virus de la hepatitis C (VHC), virus de
la hepatitis B (VHB) y virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La presente invencién también proporciona
métodos para su uso en medicina, en particular para el tratamiento de una infeccién por VHC, VHB y VIH, y en
enfermedades en las que es Util la inhibicién del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP) tal como
distrofia muscular.

Antecedentes de lainvencién
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 crénica portada por la sangre mas comudn y es la principal causa de
muerte por enfermedad hepética en los Estados Unidos. La Organizacion Mundial de la Salud estima que hay méas
de 170 millones de portadores crénicos de infeccién por VHC, que constituye aproximadamente el 3% de la
poblacién mundial. Entre los pacientes infectados por VHC no tratados, aproximadamente el 70%-85% desarrollan
infeccion cronica por VHC, y por tanto estan en alto riesgo de desarrollar cirrosis hepatica y carcinoma
hepatocelular. En los paises desarrollados, el 50-76% de todos los casos de cancer hepético y dos tercios de los
trasplantes de higado se deben a infeccion cronica 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 transmision a otros. La infeccion por
VHC produce complicaciones no hepaticas tales como artralgias (dolor articular), exantema cutaneo y dafio a
drganos internos, principalmente al rifién. La infeccidon 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 de VHC

El tratamiento de referencia (standard of care, SoC) actual son inyecciones subcutdneas de interferon-o pegilado
(pIFNa) y dosificacion oral del farmaco antiviral ribavirina durante un periodo de 24-48 semanas. El éxito en el
tratamiento se define por una respuesta viroldgica 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 més 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 ndmero 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 sélo de aproximadamente el 50%
(Melnikova, 2008). El desarrollo de resistencia es otro factor subyacente para el fracaso del tratamiento (Jacobson et
al. 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 hematolégica, 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. EI VHC tiene un ciclo de vida corto y por tanto es comun el
desarrollo de resistencia a farmacos durante la terapia farmacoldgica.

Se estan desarrollando farmacos novedosos para terapia antiviral dirigida especificamente contra la hepatitis C
(STAT-C) que seleccionan 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, también se estan 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).
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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 infeccién 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 hipétesis 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 homoélogos 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 farmacos para STAT actuales, con el objetivo de aumentar la SVR, prevenir la aparicién de
resistencia y disminuir los efectos secundarios del tratamiento.
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Ciclosporina A, 1 DEBIO-025, 2

MIM-811, 3 SCY-535, 4

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 infeccion 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 sélo la ciclofilina B
estaria implicada en el proceso de replicacion del VHC (Robida et al., 2007), estudios recientes han sugerido un
papel esencial para la ciclofilina A en la replicacién del VHC (Chatterji et al. 2009; Yang et al., 2008). Considerando
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,
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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. Y lo que es mas importante, DEBIO-025 también prevenia el desarrollo de
mutaciones de escape que confieren resistencia tanto a inhibidores de proteasa como de polimerasa (Crabbe et al.,
20009).

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 méas importantes clinicamente fueron
hiperbilirrubinemia y reduccién 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 disminucién 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 antiviral 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 antiviral, 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 administraba 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 hepéticos (especialmente MRP2/cMOAT/ABCC2) (Crabbe et al.,, 2009). Se ha sugerido que la
interaccion 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).

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 (MDR;) (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 méas potentes y mas seguros para su uso en
terapia de combinacion contra infeccion 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 W02006/138507). También se ha mostrado que las sangliferinas presentan una
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).
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El mecanismo de accién inmunosupresor de SfA es diferente del de otros farmacos inmunosupresores de unién 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 inhibicion de la
interleucina-6 (Hartel et al., 2005), la interleucina-12 (Steinschulte et al., 2003) y la inhibicién de la proliferacién de
células T dependientes 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 interaccién con CyPA estd mediada en gran medida
por la parte macrociclica de la molécula. De hecho, un compuesto macrociclico (hidroximacrocilo) 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 hidroximacrocilo se une al mismo sitio activo de CyPA que CsA. También
se ha mostrado 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.

Uno de los problemas en el desarrollo farmacolégico de compuestos tales como las sangliferinas son las bajas
solubilidades de estas moléculas altamente lipéfilas. Esto puede conducir a problemas de escasa biodisponibilidad,
una posibilidad aumentada de efecto de los alimentos, liberacién incompleta méas frecuente de la forma farmacéutica
y variabilidad entre pacientes superior. Las moléculas escasamente solubles también presentan muchos problemas
de formulacion, tales como elecciones seriamente limitadas de las tecnologias de administracion y pruebas de
disolucién cada vez mas complejas, con correlacion limitada o escasa con la absorcion in vivo. Estos problemas a
menudo son tan enormes que detienen el desarrollo de muchos compuestos (Hite et al., 2003).

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 funcién de CyPA durante la
progresion/finalizacién de la transcripcion inversa del VIH (Ptak et al., 2008). Sin embargo, cuando se sometieron a
prueba clinicamente, DEBIO-025 so6lo 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).
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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 preocupacién 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 (Clso de
4,1 uM), mientras que Xie et al., 2007 describieron cierta actividad de CsA contra VHB (Clsg >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 cronica y
carcinoma hepatocelular. Desde 2008, habia seis farmacos autorizados para el tratamiento del VHB; interferén alfa e
interferon alfa pegilado, tres analogos de nucleosido (lamivudina, entecavir y telbivudina) y un anélogo de nucledétido
(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 transicion 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 Nnecrosis y
apoptosis en hepatocitos tras estrés oxidativo, toxicidad de ca”, e isquemia/reperfusiéon. 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 estd 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
WQ02008/084368, Palma et al., 2009), esclerosis mdltiple (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-zéster (Ptak et al., 2008), virus influenza A (Liu et al., 2009), coronavirus del
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 &reas terapéuticas,
tal como en cancer (Han et al., 2009).

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 infeccién por virus, en particular infeccién
por VIH e infeccién por VHB, distrofia muscular, distrofia muscular congénita de Ullrich, miopatia de Betlem,
esclerosis mdltiple, diabetes, esclerosis lateral amiotréfica, trastorno bipolar, enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Huntington, infarto de miocardio y consumo del alcohol crénico. 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: solubilidad en agua mejorada, potencia antiviral mejorada contra VHC, VIH o
VHB u otros virus, toxicidad (incluyendo hepatotoxicidad) reducida, perfil farmacolégico mejorado, tal como alta
exposicion al érgano diana (por ejemplo, el higado en el caso de VHC) y/o semivida larga (que permite una
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dosificacién 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, tal como baja unién a MRP2, que conduce a una posibilidad
reducida de hiperbilirrubinemia, efecto inmunosupresor inferior, tal como podria mostrarse mediante un estudio de
reaccion linfocitaria mixta (MLR), actividad mejorada contra especies de virus resistentes, en particular especies de
virus resistentes a CsA y andlogos de CsA (por ejemplo DEBIO-025) e indices terapéuticos (y/o selectividad)
superiores. La presente invencion da a conocer analogos de sangliferina novedosos que pueden tener una o mas de
las propiedades anteriores. En particular, la presente invencion da a conocer derivados de amida novedosos, que se
prevé que tengan una o0 mas de las siguientes propiedades beneficiosas: solubilidad mejorada y por tanto
formulacion mejorada, inmunosupresion reducida y potencia aumentada contra determinados tipos de virus,
incluyendo VHC, VIH y VHB.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona analogos de sangliferina macrociclicos novedosos, que se han generado
mediante la modificacion semisintética de sangliferinas nativas. Estos analogos pueden generarse mediante la
dihidroxilacion de una sangliferina, tal como SfA, seguido por escision para generar el macrociclo aldehidico,
seguido por quimica adicional, incluyendo reacciones de tipo Homer-Emmons para generar moléculas con una
variedad de sustituyentes para reemplazar al aldehido. Como resultado, la presente invencion proporciona analogos
de amida macrociclica de SfA, métodos para la preparacion de estos compuestos, y métodos para el uso de estos
compuestos en medicina o como productos intermedios en la produccion de otros compuestos.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona amidas macrociclicas y derivados de las mismas
segun la férmula (1) a continuacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas

R3O

)
en la que:

Ri1 y R: representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo,
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilarilo o alquenilheteroarilo pudiendo estar cualquiera de estos grupos opcionalmente sustituido con arilo
monociclico o heteroarilo monociclico;

0 R1 y/o R, representa hidrégeno;

y en la que uno o mas atomos de carbono de R; y/o Rz que no forman parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
reemplazados opcionalmente por un heterodtomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2y en
la que uno o méas atomos de carbono de R; y/o R» estan reemplazados opcionalmente por carbonilo;

0 R1 y Rz se unen para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de nitrégeno
mostrado y en la que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan reemplazados opcionalmente por un
heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o0 mas atomos de carbono
de dicho anillo estan reemplazados opcionalmente por carbonilo y pudiendo estar el anillo heterociclico
opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo R; y/o R, pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o
mas atomos de halégeno;

R3 representa H o -(CO)yx-alquilo;

R4 representa H u OH;
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Rs representa H, OH u =0;

n representa un enlace sencillo o doble con la salvedad de que cuando n representa un doble enlace R4 representa
H;

m representa un enlace sencillo o doble con la salvedad de que cuando m representa un doble enlace Rs representa
Hy
X representa 0 6 1;

incluyendo cualquier tautdmero de las mismas; o un isbmero de las mismas en el que el enlace C=C en C26, 27
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol de las mismas en el que se forma un cetal mediante
la combinacién de los grupos ceto en C-53 e hidroxilo en C-15 y metanol.

La estructura anterior muestra un tautémero representativo y la invencién abarca todos los tautémeros de los
compuestos de formula (1) por ejemplo compuestos ceto en los que se ilustran compuestos enol y viceversa.

Los tautdbmeros especificos que se incluyen dentro de la definicién de la formula (1) son aquellos en los el que (i) el
grupo ceto en C-53 forma un hemicetal con el hidroxilo en C-15, o (i) 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.

La invencion proporciona ademas un compuesto segun la formula (I) para su uso como producto farmacéutico.

Ademas, la invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun la
férmula (1) junto con un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

El compuesto de formula (I) es para su uso en el tratamiento de infecciones virales seleccionadas de VHC, VHB o
VIH.

La invencién proporciona adicionalmente un procedimiento para preparar un compuesto segun la férmula (I) que
comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula II:

Q@ 9
R~ )J\/Fiﬁoaa
N ORs
Rz

formula 1l

en la que R1 y Rz son tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y Rg representa alquilo Ci.4
o bencilo;

con un macrociclo aldehidico (compuesto de férmula Il1):

R,0

férmula Il
en la que R3, R4, Rs, m y n son tal como se definié anteriormente.
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 mas de
un analogo.
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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 el reemplazo de un
atomo por otro o en presencia 0 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
estructuralmente similares a sangliferina A pero que difieren ligeramente en composicion (como en el reemplazo de
un atomo por otro o en presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en particular los generados por la
fermentacion de Streptomyces sp. A92-308110. Los ejemplos incluyen los compuestos similares a sangliferina
comentados en los documentos W097/02285 y W0O98/07743, tal como sangliferina B.

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 “VHB” se refiere a virus de la hepatitis B, un virus con
envuelta, de ADN circular, de la familia viral Hepadnaviridae, y el agente causante de la hepatitis B.

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 unién 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 disolucién de glucosa al 5%. Las pruebas para
la solubilidad en agua se facilitan a continuacion en los ejemplos como “ensayo de solubilidad en agua”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “amida macrociclica” se refiere a una amida mencionada
anteriormente que representa la invencion en su aspecto mas amplio, por ejemplo un compuesto segun la formula (1)
anterior, 0 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.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencion tal como los compuestos de férmula (1)
incluyen sales convencionales formadas a partir de sales de adicion de bases o acidos organicos e inorganicos asi
como de acido de amonio cuaternario farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos mas especificos de sales de
acidos adecuados incluyen clorhidrico, brombhidrico, sulfarico, fosférico, nitrico, perclérico, fumarico, acético,
propionico, succinico, glicolico, férmico, lactico, maleico, tartarico, citrico, palmoico, maldnico, hidroximaleico,
fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, naftaleno-2-sulfonico,
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 preparacion de sales ltiles como productos intermedios en la obtenciéon de los
compuestos de la invenciéon y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos mas especificos de sales
basicas 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 invencion incluyen tanto compuestos
de férmula (1) 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 Ci.6. “Alquenilo” se
refiere a un grupo alquilo que contiene dos o mas carbonos (por ejemplo 2-10 carbonos por ejemplo 2-6 carbonos)
que esta insaturado con uno o0 mas dobles enlaces.

Los ejemplos de grupos alquilo incluyen grupos alquilo C;.4 tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo. Los
ejemplos de grupos alquenilo incluyen grupos alquenilo Cy.4 tales como -CH=CH; y -CH,CH=CH>.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cicloalquilo” representa un grupo alquilo ciclico, que contiene
normalmente 3-10 atomos de carbono, opcionalmente ramificados, por ejemplo ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo o
cicloheptilo. Un ejemplo ramificado es 2-metilciclopentilo. “Cicloalquenilo” se refiere a un grupo alquenilo ciclico que
contiene normalmente 5-10 atomos de carbono, por ejemplo ciclopentilo, ciclohexenilo o cicloheptenilo. Los grupos
cicloalquilo y cicloalquenilo pueden ser por ejemplo monociclicos o biciclicos (incluyendo espirociclicos) pero de
manera adecuada son monociclicos.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclilo” representa un grupo cicloalquilo en el que uno
0 mas uno 0 mas atomos de carbono del anillo (por ejemplo 1, 2 6 3 &tomos de carbono del anillo tales como 1 6 2
por ejemplo 1) estan reemplazados por heteroatomos seleccionados de O, Ny S. Los ejemplos incluyen morfolinilo,
piperidinilo, pirrolidinilo, piperazinilo y N-metilpiperazinilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclenilo” representa un grupo cicloalquenilo en el que
uno 0 Mas uno o mas atomos de carbono del anillo (por ejemplo 1, 2 6 3 &tomos de carbono del anillo tales como 1
6 2 por ejemplo 1) estan reemplazados por heteroatomos seleccionados de O, Ny S.

Los ejemplos de grupos arilo incluyen (excepto cuando esté indicado) grupos monociclicos, es decir anillos de fenilo
y biciclicos (por ejemplo, anillos de 9 y 10 miembros) que son aromaticos o (en el caso de los anillos biciclicos que
contienen al menos un anillo aromatico). Por ejemplo, un anillo biciclico puede ser completamente aromatico, por
ejemplo naftlo o puede ser parcialmente aromatico (por ejemplo que contiene un anillo aromatico), tal como
tetralina, indeno o indano. El arilo preferido es fenilo. Los grupos arilo pueden estar opcionalmente sustituidos por
ejemplo con uno o mas (por ejemplo 1, 2 6 3) sustituyentes por ejemplo seleccionados de alquilo (por ejemplo,
alquilo C1.4), hidroxilo, CF3, halégeno, alcoxilo (por ejemplo, alcoxilo Ci.4), nitro, -SO;Me, ciano y -CONH.

Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen (excepto cuando esté indicado) grupos monociclicos (por ejemplo,
anillos de 5 y 6 miembros) y anillos biciclicos (por ejemplo, anillos de 9 y 10 miembros) que son aromaticos o (en el
caso de los anillos biciclicos contienen al menos un anillo aromatico) y contienen uno o méas heterodtomos (por
ejemplo 1, 2, 3 6 4) seleccionados de N, O y S. Los ejemplos de anillos de heteroarilo de 5 miembros incluyen pirrol,
furano, tiofeno, oxazol, oxadiazol, tiazol y triazol. Los ejemplos de anillos de heteroarilo de 6 miembros incluyen
piridina, pirimidina y pirazina. Los ejemplos de anillos biciclicos incluyen anillos completamente arométicos tales
como quinolina, quinazolina, isoquinolina, indol, cinolina, benzotiazol, bencimidazol, purina y quinoxalina y anillos
parcialmente aromaticos tales como cromeno, cromano, tetrahidroquinolina, dihidroquinolina, isoindolina e indolina.
Se prefieren los grupos heteroarilo monociclicos. Los grupos heteroarilo mencionados anteriormente pueden estar
opcionalmente sustituidos tal como se describi6 anteriormente para los grupos arilo.

Cuando los grupos arilo y heteroarilo biciclicos son parcialmente arométicos, la conexién con el resto de la molécula
puede ser a través de la parte aromética o a través de la parte no aromatica.

El término “tratamiento” incluye tratamiento profilactico asi como terapéutico.
Leyendas de las figuras

Figural: A: Perfil de HPLC de muestra de caldo completo recogida de sangliferina A, 5 y sangliferina B, 7,
(monitorizado a 240 nm)

B: espectro UV de sangliferina A, 5
Figura 2: "H-RMN del compuesto 10
Figura 3: "H-RMN del compuesto 13
Figura4: 'H-RMN del compuesto 16
Figura5: 'H-RMN del compuesto 19
Figura 6: "H-RMN del compuesto 22
Figura 7: "H-RMN del compuesto 25
Figura8:  'H-RMN del compuesto 28
Figura9: 'H-RMN del compuesto 29
Figura 10: "H-RMN del compuesto 32
Figura 11: "H-RMN del compuesto 35
Figura 12: 'H-RMN del compuesto 41
Figura 13: H-RMN del compuesto 45

Figura 14: "H-RMN del compuesto 51
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Figura 15: *H-RMN del compuesto 55

Figura 16: Fragmento de ADN sintetizado que contiene una regién de homologia en el sentido de 5 del bucle
reductor del modulo 12 de sangliferina (SEQ ID NO: 1).

Figura 17: Producto de PCR con MG0013 + MGo14 con G insertada en la posicion 1978 (SEQ ID NO: 4).
Figura 18: H-RMN del compuesto 144
Descripcion de lainvencién

La presente invencion proporciona analogos de amida macrociclica de sangliferina, tal como se expuso
anteriormente, métodos para la preparacién de estos compuestos y métodos para el uso de estos compuestos en
medicina.

En una realizacion, el compuesto es un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la
combinacion de los grupos ceto en C-53 (si esté presente) e hidroxilo en C-15 y metanol. En otra realizacion no lo
es.

Cuando R; y/o R contiene un grupo S(O),, la variable p representa de manera adecuada 0 6 1. En una realizacion p
representa 0, en otra realizacion p representa 1. En otra realizacion p representa 2.

Cuando R; y/o R, representan -alquilarilo, un ejemplo incluye alquilarilo C1-, por ejemplo bencilo.
Cuando R; y/o R, representan -alquenilarilo, un ejemplo incluye alquenilarilo Cz-3 por ejemplo -etenilfenilo.
Cuando R; y/o Rz representan -alquilheteroarilo, un ejemplo incluye alquilheterarilo C;., por ejemplo -metilpiridinilo.

Cuando R: y/o R: representan -alquenilheteroarilo, un ejemplo incluye alquenilheteroarilo Cy3 por ejemplo
-etenilpiridinilo.

En una realizacion R; representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo.

En una realizacién R; representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo.

En una realizacion R; representa arilo o heteroarilo opcionalmente sustituido con arilo monociclico o heteroarilo
monociclico. R1 puede representar, por ejemplo, 4-bifenillo en el que cualquiera de los anillos de fenilo esta
opcionalmente sustituido.

En determinadas realizaciones, un atomo de carbono de R: y/o R, esta reemplazado por un heteroatomo, por
ejemplo uno, dos o tres por ejemplo uno o dos por ejemplo un/uno atomo(s) de carbono de Ri y/o Rz esta(n)
reemplazado(s) por un heteroatomo. Por ejemplo en determinadas realizaciones en el resto -NR1R» uno, dos o tres
por ejemplo uno o dos por ejemplo un/uno atomo(s) de carbono esta(n) reemplazado(s) por un heteroatomo.

Si -CHj3 esta reemplazado por N, el grupo formado es -NHz-. Si -CHz- esta reemplazado por N, el grupo formado es
-NH-. Si -CHR- esta reemplazado por N, el grupo formado es -NR-. Por tanto, los &tomos de nitrégeno dentro de Ry y
R2 pueden ser &tomos de nitrégeno primarios, secundarios o terciarios.

Cuando un atomo de carbono de R; y/o R, esta reemplazado por un heteroatomo, esta reemplazado de manera
adecuada por O o N, especialmente O.

En determinadas realizaciones, un atomo de carbono de R; y/o R, esta reemplazado por un heteroatomo de manera
que R; y/o Rz representa heterociclilo, heterociclenilo, alquilheterociclilo, alquilheterociclenilo, alquenilheterociclilo o
alquenilheterociclenilo.

En una realizacion, R; puede representar arilo o heteroarilo sustituido con arilo monociclico o heteroarilo
monociclico, -alquilo Ci.4, -O-alquilo C1.4, -CO-alquilo C1.4 0 -alquenilo Cz.4.

Los anillos heterociclicos formados cuando R: y Rz se unen normalmente contienen 4-8 atomos en el anillo, por
ejemplo 5-7 atomos en el anillo, particularmente 5 6 6 atomos en el anillo.

Los anillos heterociclicos formados cuando R; y Rz se unen normalmente contienen solo el atomo de nitrogeno
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mostrado o uno o dos (por ejemplo uno) heteroatomos adicionales, especialmente un atomo de nitrégeno o de
oxigeno.

Cuando R; y/o R» contienen mas de un heteroatomo, normalmente estos deben estar separados mediante dos o
mas atomos de carbono.

Por ejemplo, el anillo formado cuando R; y Rz se unen puede ser morfolinilo o 1,2-oxazinano.

Cuando R; y Rz se unen para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de
nitrégeno mostrado y en el que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estdn reemplazados opcionalmente
por un heteroatomo seleccionado de O, N y S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en el que uno o méas atomos de
carbono de dicho anillo estan reemplazados opcionalmente por carbonilo y estando condensado el anillo
heterociclico con un anillo de arilo o heteroarilo, un ejemplo es tetrahidroquinolinilo.

Cuando un atomo de carbono de R; 0 Ry esta reemplazado por un carbonilo, el carbonilo se ubica de manera
adecuada adyacente a otro &tomo de carbono o un atomo de nitrégeno. De manera adecuada, los grupos carbonilo
no se ubican adyacentes a &tomos de azufre u oxigeno.

Por ejemplo R1 y/o Rz puede representar -CO-alquilo C;.4 por ejemplo -COMe.

De manera adecuada, un atomo de carbono de R no esta reemplazado por un carbonilo.

De manera adecuada, un atomo de carbono de Rz no esta reemplazado por un carbonilo.

De manera adecuada, R1 no representa hidrogeno.

De manera adecuada, R; y Rz no representan ambos hidrogeno.

De manera adecuada, los grupos R; y Rz no comprenden un resto C=C adyacente a un heteroatomo. De manera
adecuada, los grupos Ri1 y Rz no comprenden un resto C=C terminal que es adyacente al grupo N mostrado en la
férmula (1).

De manera adecuada, un atomo de carbono de R; no esta reemplazado por ningin heteroatomo.

En algunas realizaciones un atomo de carbono de R; no esta reemplazado por ningin heteroatomo.

De manera adecuada, R, representa hidrégeno, alquilo o alquenilo.

De manera adecuada, R; representa hidrégeno, alquilo Ci.4 0 alquenilo Ci.4, especialmente hidrégeno, alquilo Ci.4.
En una realizacién R; representa hidrégeno. En otra realizacion R, representa alquilo Ci.4.

Alternativamente, de manera adecuada R; y Rz junto con el nitrogeno al que estan unidos representan un anillo
heterociclico de 5-7 miembros, tal como un anillo de pirrolidina, piperidina, morfolina o piperazina en el que el
nitrégeno en 4 de piperazina esta opcionalmente sustituido con alquilo Cy.a.

En otra realizacion, de manera adecuada R1 y R junto con el nitrégeno al que estan unidos representan un anillo
heterociclico de 5-7 miembros, tal como un anillo de pirrolidina, piperidina, morfolina o piperazina en el que el
nitrégeno en 4 de piperazina esta opcionalmente sustituido con alquilo Ci.4, ¥ en el que un atomo de carbono
adyacente a un atomo de nitrégeno dentro del anillo esta reemplazado con carbonilo. Por tanto, por ejemplo, R1 y Rz
junto con el nitrégeno al que estan unidos representan piperidinona.

En otra realizacion, un atomo de oxigeno es adyacente al atomo de nitrégeno al que estan unidos R; y R2. Por
ejemplo, R1 puede representar alquilo o alquenilo en el que el atomo de carbono adyacente al atomo de nitrdgeno al
que estd unido R; representa O. Por ejemplo Ri puede representar -O-alquilo Ci.4 por ejemplo OMe.
Alternativamente R; y R, estan unidos y el atomo de carbono adyacente al atomo de nitrégeno al que esta unido R1
representa O por ejemplo para formar un anillo de 1,2-oxazinano. De manera adecuada, x representa 0.

Cuando uno o mas atomos de carbono de un grupo R; y/o R; estan sustituidos por uno o mas atomos de halégeno,
atomos de halégeno a modo de ejemplo son F, Cl y Br, especialmente F y Cl particularmente F.

Por ejemplo, los restos R1 y/o R, pueden estar sustituidos por hasta 6 atomos de halégeno (por ejemplo atomos de
F) por ejemplo hasta 3 atomos de halégeno (por ejemplo, atomos de F).

Un resto R; y/o Rz halogenado a modo de ejemplo es -CFs.

De manera adecuada, los atomos de carbono de un grupo R1 y/o Rz no estan sustituidos por uno o mas atomos de
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halégeno, es decir R1 0o Rz representa independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo,
alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo,
alquilheteroarilo, alquenilarilo o alquenilheteroarilo pudiendo estar cualquiera de estos grupos opcionalmente
sustituido con arilo monociclico o heteroarilo monociclico;

0 R1 y/o R, representa hidrégeno;

y en el que uno 0 mas atomos de carbono de R; y/o Rz que no forman parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
reemplazados opcionalmente por un heterodtomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2y en
el que uno o mas atomos de carbono de R; y/o R, estan reemplazados opcionalmente por carbonilo;

0 R1 y Rz se unen para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de nitrégeno
mostrado y en el que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan reemplazados opcionalmente por un
heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en el que uno o méas atomos de carbono
de dicho anillo estan reemplazados opcionalmente por carbonilo y pudiendo estar el anillo heterociclico
opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo.

Los grupos R; a modo de ejemplo incluyen metilo, -CFs3, etilo, propilo (por ejemplo n-propilo o i-propilo), -CH,CH=CH
o butilo (por ejemplo n-butilo, t-butilo o i-butilo). Los grupos a modo de ejemplo mencionados anteriormente pueden
tomarse por ejemplo junto con Rz que representa H, Me, etilo, propilo (por ejemplo n-propilo o i-propilo) o butilo (por
ejemplo n-butilo, t-butilo o i-butilo).

Los grupos R; a modo de ejemplo adicionales incluyen ciclopentilo o ciclohexilo. Los grupos a modo de ejemplo
mencionados anteriormente pueden tomarse por ejemplo junto con Rz que representa H, Me, etilo, propilo (por
ejemplo n-propilo o i-propilo) u -OMe.

Los grupos R1 a modo de ejemplo adicionales incluyen piridinilo opcionalmente sustituido o fenilo opcionalmente
sustituido, por ejemplo fenilo sustituido con fenilo. Los grupos a modo de ejemplo mencionados anteriormente
pueden tomarse por ejemplo junto con R, que representa H, Me u -OMe.

Los grupos R a modo de ejemplo adicionales incluyen -OMe, -OCF3, -O-etilo, O-i-propilo, -SMe, O-n-propilo, -O-n-
butilo, -O-t-butilo, O-i-butilo, O-CH,C(Me)s. Los grupos a modo de ejemplo mencionados anteriormente pueden
tomarse por ejemplo junto con R» que representa H, Me, etilo, i-propilo o t-butilo.

Los grupos R; a modo de ejemplo adicionales incluyen -O-(fenilo opcionalmente sustituido) u -O-(piridinilo
opcionalmente sustituido). Los grupos a modo de ejemplo mencionados anteriormente pueden tomarse junto con R»
gue representa H o Me.

Los restos a modo de ejemplo que NR;iR: pueden formar juntos incluyen morfolinilo, piperidinilo, pirrolidinilo,
oxazinano (por ejemplo 1,2-oxazinano) y los restos dados a conocer en la siguiente tabla:
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R3 adecuado representa H o (CO)x-alquilo Ci-4 por ejemplo H o alquilo C1.4 tal como H o metilo, especialmente H.

De manera adecuada, n representa un enlace sencillo.

De manera adecuada, m representa enlace sencillo.

De manera adecuada, R4 representa OH.

De manera adecuada, Rs representa =O.

En una realizacién adecuada de la invencién, R; representa OCHs, R representa Me, Rz representa H, Ra

representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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HO

En otra realizacion adecuada de la invencion, R, representa etilo, R, representa etilo, Rs representa H, R4 representa
OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa
5 mediante la siguiente estructura:

HO

En oftra realizacion adecuada de la invencion, Ri representa -CHMe,, R. representa H, Rz representa H, R4
10 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:

HO

15 En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa metilo, R, representa H, R3 representa H, R4 representa
OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa
mediante la siguiente estructura:
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En otra realizacion adecuada de la invencion, R; representa metilo, R, representa H, Rs representa Me, R4
representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencion, R, representa -CH,CH=CH,, R, representa H, Rs representa H, R4
10 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa metilo, R, representa metilo, R; representa H, R4
representa OH, n representa un enlace, m representa un enlace y Rs representa =O tal como se representa
mediante la siguiente estructura:
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En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa -CH,CHMe>, R, representa -CH,CHMe;, R3 representa
H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como
5 se representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencion, R; representa OCHs;, R» representa Me, Rs; representa H, Ra
10 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un doble enlace y Rs representa H tal como se
representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacion adecuada de la invencion, R; representa OCHs;, R» representa Me, Rs representa H, Ra
representa H, n representa un doble enlace, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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En otra realizacion adecuada de la invencion, R; y Rz representan juntos -CH,CH,OCH,CH,- conectado en un
heterociclo de 6 miembros, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un
5 enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:

HO

En otra realizacion adecuada de la invencion, R; representa 4-bifenililo, R> representa H, Rz representa H, Ra
10 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacién adecuada de la invencion, R; representa ciclohexilo, R, representa Me, Rs representa H, Ra
representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa ciclohexilo, R, representa H, Rs representa H, Ra
representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencion, R1 y Rz representan juntos -OCH,CH,CH,CH,- conectado en un
10 heterociclo de 6 miembros. Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un
enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacién adecuada de la invencion, R; representa 2-piridinilo, R representa H, Rz representa H, R4
representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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En una realizaciébn adecuada de la invencién, R; representa OCHs, R representa Me, Rz representa H, Ra
representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa OH tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

HO

En otra realizacion adecuada de la invencidon, R; representa OCHs, R» representa Me, Rs representa H, Rs
10 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacion adecuada de la invencién, R1 representa etilo, R, representa etilo, R; representa H, R4 representa
H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa
mediante la siguiente estructura:
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HO

En oftra realizacion adecuada de la invencion, Ri representa -CHMe,, R» representa H, Rj3 representa H, R4
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencion, Ri representa metilo, R, representa H, Rs representa H, R4 representa
10 H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa
mediante la siguiente estructura:

HO

15 En otra realizacion adecuada de la invencion, R; representa metilo, R, representa H, Rs representa Me, Ra
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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En otra realizacion adecuada de la invencion, R, representa -CH,CH=CH,, R, representa H, Rs representa H, R4
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa metilo, R, representa metilo, R; representa H, Ra
10 representa H, n representa un enlace, m representa un enlace y Rs representa =O tal como se representa mediante
la siguiente estructura:

HO

15 En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa -CH,CHMe>, R, representa -CH,CHMe,, R3 representa
H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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HO

En otra realizacion adecuada de la invencién, R; representa OCHs;, R» representa Me, Rz representa H, Ra
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un doble enlace y Rs representa H tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencion, R1 y Rz representan juntos -CH,CH,OCH,CH,- conectado en un
10 heterociclo de 6 miembros, Rz representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un
enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacién adecuada de la invencién, R; representa 4-bifenililo, R, representa H, Rs representa H, R4
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:
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En otra realizacién adecuada de la invencién, Ri representa ciclohexilo, R, representa Me, R3 representa H, R4
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra realizacion adecuada de la invencion, Ri representa ciclohexilo, R, representa H, R3 representa H, R4
10 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
representa mediante la siguiente estructura:

15 En otra realizacion adecuada de la invencion, R; y Rz representan juntos -OCH,CH,CH>CH,- conectado en un
heterociclo de 6 miembros, Rz representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un
enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:
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En una realizacion adecuada de la invencion, R; representa 2-piridinilo, R, representa H, Rs representa H, R4
representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
5 representa mediante la siguiente estructura:

En otra serie de realizaciones adecuadas, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m
10 representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:

En estas realizaciones, Rio representa uno de los siguientes restos:
15
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En algunas realizaciones, el doble enlace en la posicion C26, 27 (haciendo referencia a la estructura de la
sangliferina A) puede estar en la forma cis en lugar de en la forma trans.

En una realizacion adecuada de la invencion, el doble enlace en la posicién C26, 27 esta en la forma cis, tal como se

representa mediante la siguiente férmula:
R R

N

Tales compuestos pueden producirse durante sintesis quimica.

En general, los compuestos de la invencién se preparan mediante derivatizacion semisintética de una sangliferina.
Las sangliferinas pueden usando métodos descritos en los documentos WO097/02285 y WQO98/07743. Las
sangliferinas también se han producido mediante quimica de sintesis total compleja que puede producir pequefias
cantidades de material tras un amplio trabajo de laboratorio. 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, un procedimiento para preparar determinados compuestos de formula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos comprende:

(a) dihidroxilacion de sangliferina A o u otro analogo de sangliferina que se produce de manera natural (por ejemplo,

sangliferina B) o un analogo de la misma que tiene variacién en las posiciones indicadas por las variables R3, R4, Rs,
nym;
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(b) escision oxidativa del 1,2-diol para producir un aldehido; y

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

Esto se muestra de manera retrosintética a continuacion:

O
formula ||
R“NJK/EEOR

formula ||

En la que para sangliferina A, R7 =

Los grupos Rs, que pueden ser iguales o diferentes, representan independientemente alquilo (por ejemplo alquilo
C1.4) 0 bencilo.

Por tanto, un procedimiento para preparar compuestos de la invencién comprende hacer reaccionar un compuesto
de férmula Il con un macrociclo aldehidico (compuesto de formula 111).

La preparacion de compuestos de formula Ill se ha descrito anteriormente (Metternich et al. 1999). Brevemente, una
sangliferina, tal como SfA, se dihidroxila usando condiciones de Sharpless modificadas (tetradéxido 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
férmula Il resultante como sustrato para derivatizacion a una amida homologada. Normalmente, se disuelve un
compuesto de férmula Il en un disolvente aproético, se enfria y luego se trata con una base, por ejemplo hidruro de
sodio. Entonces se afiade un compuesto de férmula Il y se aumenta la temperatura de la reaccion. Tras un periodo
de tiempo adecuado, se detiene la reaccion y se purifica el compuesto de férmula | mediante condiciones
convencionales (por ejemplo HPLC preparativa, CCF preparativa, etc.).
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Pueden llevarse a cabo derivatizaciones para introducir cambios en grupos R4, Rs, n y m antes de la generacion del
compuesto de férmula Il o tras la reaccion para formar la amida homologada. Brevemente, puede eliminarse el
hidroxilo en R4 mediante el tratamiento de un sustrato adecuado en condiciones acidas con el fin de generar un
trieno. Puede reducirse la cetona en Rs para dar un grupo hidroxilo mediante el tratamiento con un agente reductor
adecuado, tal como borohidruro de sodio. El grupo hidroxilo puede convertirse en yodo y luego eliminarse mediante
tratamiento una base adecuada, tal como DBU.

Los compuestos de féormula Il pueden conocerse o pueden sintetizarse facilmente a partir de aminas disponibles
(R1R2NH). Tal como se muestra en el esquema 1 (a continuacién) puede usarse la amina para tratar cloruro de
cloroacetilo o similar para formar una alfa-cloroamida. Entonces se trata la alfa-cloroamida en una reaccién de
Arbuzov para generar un compuesto de férmula Il. Otras rutas para los compuestos de férmula Il resultaran
evidentes para un experto en la técnica.

@]
R“\NH + Cl/ui —_— I':{1%.'\'

O

0 9 g
R ~
RuN +  PO(ORg)s - 1‘2)1\/ bF%RB
2

R, Cl

formula Il
Esquema 1

Si se desea o es necesario, pueden emplearse grupos protectores para proteger la funcionalidad en el macrociclo
aldehidico, macrociclo acido o la amida, o en compuestos de férmula (I1) tal como se describe en T. W. Green, P. G.
M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley-Interscience, Nueva York, 1999, 49-54, 708-711.

El aducto de metanol puede prepararse mediante fermentacion y aislamiento de caldo, o puede prepararse a partir
de sangliferina A (documento W0O97/02285).

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).

También se han descrito métodos de ingenieria de biosintesis de policétidos para permitir la generacion de
compuestos de formula (1) en la que R4 = H y n = enlace (véanse los compuestos de férmula (Ill) y (IV) ilustrados
anteriormente). Esto implica reemplazar el bucle reductor del médulo 12 de sangliferina (véanse el documento
W02010/034243 y Qu et al., 2011), con un bucle reductor que confiere dominios activos de deshidratasa (DH),
enoilo reductasa (ER) y cetorreductasa (KR) (por ejemplo, los bucles reductores de los modulos 13, 7 6 1 de
rapamicina (Aparicio et al., 1996), el médulo 4 de eritromicina (Bevitt et al., 1992) o el modulo 6 de sangliferina (Qu
et al., 2011)). Un experto en la técnica apreciara que podria identificarse un bucle reductor adecuado en un médulo
de policétido sintasa de tipo | basandose en la homologia con secuencias publicadas (por ejemplo, Aparicio et al
1996), y en consecuencia que este cambio podria llevarse a cabo mediante la introduccion de cualquiera de tales
bucles que contiene los tres dominios activos, DH, ER y KR. Los métodos para la ingenieria de biosintesis de
policétidos y el concepto de un bucle reductor se describen en los documentos W098/01546 y WO00/01827.
Resulta obvio para algunos expertos en la técnica que estos compuestos pueden sintetizarse de novo a partir de
compuestos disponibles comercialmente, es decir sintesis total. Se ha descrito la sintesis del tripéptido y la posterior
formacion del macrocilo (Cabrejas et al, 1999). Un procedimiento tal como este podria modificarse para generar los
compuestos de la invencion.

Otros compuestos de la invencion pueden prepararse mediante métodos conocidos per se 0 mediante métodos
analogos a los descritos anteriormente.

Un macrociclo de sangliferina de la invencion puede permitir su administracion solo o en combinaciéon con otros
agentes terapéuticos. La coadministracion de dos (o mas) agentes permite 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.
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Por tanto, el macrociclo de sangliferina de la invencion permite la coadministracion con uno o mas agentes
terapéuticos para el tratamiento de infeccién por VHC, tomado de los tratamientos de referencia. Este podria ser un
interferén (por ejemplo pIFNa y/o ribavirina).

En una alternativa, un macrociclo de sangliferina de la invencién permite la coadministracién con uno o mas agentes
antivirales distintos, tales como un STAT-C (agente dirigido especificamente para el tratamiento de VHC), que podria
ser uno o mas de los siguientes: inhibidores no nucleésidos 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
nucledsidos o nucleétidos de la polimerasa (por ejemplo 2’-C-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 otra alternativa, un macrociclo de sangliferina de la invencion permite la coadministracion 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 nucledsidos de la transcriptasa inversa (NRTI) (por ejemplo
emtricitabina o tenofovir), inhibidores no nucledsidos 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 maduracién (por
ejemplo bevirimat), anticuerpos monoclonales anti-CD4 (por ejemplo ibalizumab) e inhibidores de integrasa (por
ejemplo eltiegravir).

AUn en una alternativa adicional, un macrociclo de sangliferina de la invencion permite la coadministracion 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 nucleésido o nucledtido (por ejemplo
lamivudina, entecavir, adefovir dipivoxil o telbivudina, otros inmunomoduladores (por ejemplo timosina alfa, CYT107
0 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 invencién) 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 solidos finamente divididos o 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 adicién de base o &cido
organico o inorganico no toxica, en una forma farmacéutica farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del
trastorno y del paciente que va a tratarse, asi como de la via de administracién, 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, évulos, elixires, disoluciones o suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o
colorantes, para aplicaciones de liberaciéon 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 almidon (preferiblemente almidén
de maiz, patata o tapioca), glicolato sédico de almiddn, 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, 4cido esteérico, behenato de glicerilo y talco.

También pueden emplearse composiciones sélidas de tipo similar como cargas en céapsulas 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 invencién pueden combinarse
con diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, colorantes o materia colorante, con agentes de emulsion y/o
suspension 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
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ejemplo glicolato sédico de almidén, 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
o 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
acuoso o un liquido no acuoso; o como una emulsion liquida de aceite en agua o una emulsion 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 formulacion 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 dosificacién que va a administrase de un compuesto de la invencién variara seguin 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 Optimas 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 determinard en ultima instancia las dosificaciones apropiadas que han de usarse. Esta dosificacién puede
repetirse tan a menudo como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios, puede alterarse o reducirse la
cantidad y/o frecuencia de la dosificacion, 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 infeccién por VHC, VHB o VIH;

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

- una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segun la invencién 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 infecciéon por VHC,
VHB o VIH, o distrofia muscular, distrofia muscular congénita de Ullrich, miopatia de Betlem, esclerosis mudiltiple,
diabetes, esclerosis lateral amiotréfica, trastorno bipolar, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington,
infarto de miocardio o consumo de alcohol cronico;

- uso de un compuesto segun la invencién para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de infecciones
virales tales como infeccién por VHC, VHB o VIH.

En una realizacién, los estados mencionados anteriormente se seleccionan de VHC, VIH. En otra realizacion, el
estado mencionado anteriormente es infeccion por VHB.

Métodos generales

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento
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El productor de sangliferina Streptomyces sp. A92-308110 (DSM n.° 9954, adquirido de DSMZ, Braunschweig,
Alemania) también denominado BIOT-4253 y BIOT-4370 se mantiene en medio de agar de harina de avena, MAM,
ISP4 o ISP2 (véase a continuacién) a 28°C.

Se hizo crecer Streptomyces sp. A92-308110 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 inocular medios de siembra SGS o
SM25-3. Se incubé el medio de siembra inoculado con agitacion entre 200 y 300 rpm con un desplazamiento vertical
de 5,0 6 2,5 cm a 27°C durante 24 horas. Se inocul6 el medio de fermentacion SGP-2 o 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 recogio el cultivo para su extraccion.

Férmulas de medios

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

Componente (y proveedor) Formula
Glucosa (Sigma, G7021) 7,50 g
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 7,50 g
extracto de levadura (Beckton Dickinson, 212770) 1,35 g
extracto de malta (Beckton Dickinson, 218630) 3,75 g
almidoén 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
CaCOs; (Calcitec, V/40S) 0,05 g
NaCl (Fisher scientific, S/3160/65) 0,05 g
KH.PO, (Sigma, P3786) 0,25 g
K2HPO, (Sigma, P5379) 0,50 g
MgS04.7H,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>0O Ol hasta un vol. final de ** 1,00 I

se ajusta el pH antes de la esterilizacién a pH 7,0 con NaOH 10 M/H,SO4 10 M
se esteriliza calentando a 121°C, 20-30 min (en autoclave)

Notas

*el antiespumante se usa solo en fermentadores de siembra, NO en frascos de
siembra

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

Disolucién de oligoelementos B

Componente Formula
FeS0,4.7H,0 (Sigma, F8633) 5,00 g
ZnS04.7H20 (Sigma, 20251) 4,00 g
MnCl,.4H,0 (Sigma, M8530) 2,00 g
CuS04.5H,0 (Aldrich, 20,919-8) 0,20 g
(NH4)6M07024 (Fisher scientific, A/5720/48) 0,20 g
CoCl,.6H,0 (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
H20 Ol hasta un vol. final de 1,00 I

Medio de producciéon SGP2

Componente Férmula
harina de soja tostada (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 g
Glicerol (Fisher scientific, G/0650/25) 40,00 g

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2541 853 T3

tampon MES (Acros, 172595000) 19,52 g
Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 mi
H,O Ol hasta un vol. final de **1,00 |

se ajusta el pH antes de la esterilizacién a pH 6,8 con NaOH 10 M
se esteriliza calentando a 121°C, 20-30 min (en autoclave)

*N\?ct)?jmen final ajustado en consecuencia para tener en cuenta el volumen de siembra
** | antiespumante se us6 solo en fermentadores, no en frascos
Analisis 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 orgénica, 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 + acido férmico al 0,1%
El disolvente B es acetonitrilo + &cido férmico 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 espectrémetro de
masas por electropulverizacion Esquire 3000+ de Bruker Daltonics que funciona en modo de i6n positivo usando la
cromatografia y los disolventes descritos anteriormente.
Sintesis
Se realizan todas las reacciones en condiciones anhidras a menos que se establezca otra cosa, en material de vidrio
secado en horno que se enfria a vacio, usando disolventes secos. Se monitorizan las reacciones mediante CL-UV-
EM, usando un método apropiado, por ejemplo el método descrito anteriormente para monitorizar los caldos de

cultivo.

Método de QC CL-EM
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Condiciones de HPLC:

Columna C18 Hiperclone BDS C18 3u, 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 CL-EM de analisis in vitro (por ejemplo para la evaluacion de la solubilidad)

Usando un instrumento API-4000

Condiciones de HPLC:

Ultimate AQ-C18 (2,1x50 mm, 3 uM)

Temperatura de la columna a XX°C

Velocidad de flujo 0,4 ml/min

Gradiente de disolventes Al (por ejemplo para los comp. 1y 13):
0,2 min: 10% de B

0,7 min: 60% de B

1,1 min: 60% de B

1,4 min: 98% de B

2,3 min: 98% de B

2,4 min: 10% de B

3,5 min: detencién

Gradiente de disolventes A2 (por ejemplo para los comp. 5y 10):

0,3 min: 10% de B
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0,9 min: 95% de B
1,9 min: 95% de B
2,0 min: 10% de B
3,0 min: detencién
El disolvente A es H,O-FA al 0,025%-NH4OAC 1 mM
El disolvente B es MeOH-FA al 0,025%-NH4OAC 1 mM
Modo de exploracién negativo
Configuracion de MRM:

transiciones [Da]
hidroximacrociclo, 6 (IS): 7415 — 2943
1 602,2 — 156,0
Modo de exploracion positivo,

Configuracion de MRM:

transiciones [Da]

5 1088,8 — 503,2
7 1070,9 — 503,2
10 822,6 — 503,2
13 836,6 — 294,0

Ensayo de replicon 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, replicon 1389luc-ubi-
neo/NS3-3'/5.1 de VHC (Vrolijk et al., 2003) y se subcultivaron 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 razon de 1,3-1,4 y se
hicieron crecer durante 3-4 dias en frascos de cultivo tisular de 75 cm? (Techno Plastic Products), se recogieron 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 microtitulacién de cultivo tisular de 96
pocillos (Falcon, Beckton Dickinson para la evaluacion del efecto antimetabélico y CulturPlate, Perkin Elmer para la
evaluacion del efecto antiviral). Se incuban las placas de microtitulacion durante la noche (37°C, 5% de COg,
humedad relativa del 95-99%), produciendo una monocapa de células no confluente. Se preparan series de dilucion;
cada serie de dilucidon se realiza al menos por duplicado. Tras configurar el ensayo, se incuban las placas de
microtitulacién durante 72 horas (37°C, 5% de CO,, 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 CO.,
humedad relativa del 95-99%). Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 498 nm (Safirez, Tecan) y las
densidades 6pticas (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 tampdn de lavado, se afiaden 25 ul de tampdn de lisis Glo (n.° de catalogo E2661, Promega) tras
lo cual se permite que continGe la lisis durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiaden 50 pl 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 CEso y CEqgo (valores obtenidos a partir de la curva de dosis-respuesta) representan las concentraciones a las
gue se observaria inhibicion de replicacion viral del 50% y el 90%, respectivamente. La CCsg (valor obtenido a partir
de la curva de dosis-respuesta) representa la concentracién 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/CEso.

Se considera que una concentracion de compuesto provoca un efecto antiviral genuino en el sistema de replicén de
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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.

Evaluacion de la solubilidad en agua

Puede someterse a prueba la solubilidad en agua tal como sigue: Se prepara una disolucion 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 describié anteriormente.

Alternativamente, puede someterse a prueba la solubilidad en PBS a pH 7,4 tal como sigue: Se genera una curva de
calibracion diluyendo los compuestos de prueba y los compuestos control hasta 40 uM, 16 uM, 4 uM, 1,6 pM,
0,4 uM, 0,16 uM, 0,04 uM y 0,002 uM, con MeOH al 50% en H20. Entonces se diluyen adicionalmente los puntos
patron 1:20 en MeOH:PBS 1:1. Las concentraciones finales tras la dilucion 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
gue contiene ACN (hidroximacrociclo, 6). Se centrifugan las muestras (5 min, 12000 rpm), luego se analizan
mediante CL/EM.

Disolucién | MeHO/H,0 Disolucién Disolucién MeOH/ Disolucién
(uh) (2:1) (uh de trabajo (ul) Tampén final (NM)
(1M) (2:1) (1)
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 concentracion 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 pl de disolucion madre de DMSO
10 mM en 396 ul de tampon 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 dilucion 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.

Evaluacion 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 vy entonces se diluye adicionalmente en tamp6n 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 patrén (tales 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 ratdn 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 concentracion
plasmatica del farmaco a lo largo del tiempo. Puede usarse la evolucion en el tiempo de la concentracion plasmatica
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.
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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 concentracion 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 area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo (AUC — que es directamente proporcional
a la cantidad total de farmaco sin cambiar que alcanza la circulacion sistémica), la concentracion plasmatica del
farmaco maxima (pico), el tiempo en que se produce la concentracidon 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 distribuciéon en estado estacionario y el % 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.

Evaluacién in vitro de la inhibicién 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. Ademds, se realizan incubaciones similares en presencia de
verapamilo/sulfasalazina con el fin de detectar la posible inhibicién de la actividad ATPasa del trasportador. 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.

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-Hipaque (30 min, 800 g, 25°C). Se purificaron células T
CD4+ humanas primarias 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-amino&cidos, 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
estimulacion, se repartieron las células 1:2 en medio que contenia IL-2 (concentracion final 200 unidades/ml).
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 seleccidn 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 atmdsfera humidificada complementada con
el 5% de CO,. Para obtener macrofagos derivados de monaocitos, se permitio que las células se adhirieran al plastico
y se cultivaron durante 6 dias para permitir la diferenciacion.

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

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 patrén usando diluciones de
ADN de VHB purificado. Se calcula la actividad antiviral a partir de la reduccién en los niveles de ADN de VHB (Clsp).
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 evaluacién de la actividad inmunosupresora
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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 AB humano al 2%.

Las condiciones de cultivo incluyeron: poblaciones de células A y B solas y una 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 atmdsfera humidificada. Se afiadié 3H-timidina en el dia 6 tras establecer el ensayo y se recogieron 24 h
después. Entonces se compararon los niveles de proliferacion entre las diferentes condiciones de cultivo.

Se calculé la capacidad de cada dilucién de compuesto de prueba para inhibir la proliferacién en la MLR como
inhibicién en porcentaje. Esto permitié una estimacién de la Clsg (concentracion de compuesto de prueba que dio
como resultado una reduccién del 50% de los recuentos por minuto). Con el fin de calcular la Clsp, se transformo el
eje X en una escala logaritmica. Se us6 regresién no lineal para ajustar a los puntos de datos medios. Se selecciond
una pendiente variable sigmoidea.

Analisis de ELISA de la interaccién Cyp-NS5A.

Se usé 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 afiadid NS5A-His recombinante (1 ng/ml) a los pocillos en 50 ul de tampén 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 detectd 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.

Andlisis anti-PPlasa de la inhibicion de ciclofilina

Se describe una metodologia alternativa para analizar la interaccion con ciclofilinas tal como sigue: Se determind la
actividad PPlasa de CypD recombinante, producida por la escisién por trombina de GST-CypD, 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 hidrdlisis de la forma cis, cuya concentracion se maximiza usando una disolucion madre
disuelta en trifluoroetanol que contiene LiCl 470 mM, esta limitada por la tasa de isomerizacion cis-trans. Se equilibro
CypD 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 reaccidon comenzd mediante la adicion del péptido, y se monitorizd el cambio en la absorbancia
espectrofotométricamente a 10 puntos de datos por segundo. Se restaron las tasas de hidrdlisis del blanco (en
ausencia de CypD) de las tasas en presencia de CypD. 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 - Produccion de sangliferina A y sus congéneres naturales en biorreactores con agitacion de 15 | con
siembra secundaria

Se prepararon cultivos vegetativos inoculando 0,2 ml de una reserva de esporas de Streptomyces sp. A92-308110
en 400 ml de medio de siembra SGS en frascos Erlenmeyer de 2 | con tapones de espuma.

Se incubaron los frascos de cultivo a 27°C, 250 rpm (desplazamiento vertical de 2,5 cm) durante 24 h. A partir del
cultivo de siembra, se transfirieron 300 ml a 15 litros de medio de siembra primario SGS que contenia el 0,02% de
antiespumante SAG 471, en un fermentador Braun de 15 |. Se llevo a cabo la fermentacion durante 24 horas a 27°C,
con la agitacion de partida fijada a > 300 rpm, la tasa de aireacién a 0,5 V/V/M y un nivel de oxigeno disuelto (OD)
controlado con la cascada de agitacion a >30% de saturacion de aire. A partir del cultivo de siembra secundario
preparado en el fermentador, se tomaron 600 ml en condiciones asépticas y se transfirieron a 15 litros de medio de
produccién SGP-2 que contenia el 0,02% de antiespumante SAG 471, en un fermentador Braun de 15 I. Se llev6 a
cabo la fermentacion durante 5 dias a 24°C, con la agitacién de partida fijada a 300 rpm, la tasa de aireacion a 0,5
V/VIM y un nivel de oxigeno disuelto (OD) controlado con la cascada de agitacion a >30% de saturacién de aire. Se
observé que se producia SfA a 10-20 mg/l en caldos de fermentacion.

Ejemplo 2 - Extraccion y purificacion de sangliferina A
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Se clarificé el caldo completo (30 I) mediante centrifugacién. Se extrajo el sedimento celular resultante dos veces
con acetato de etilo (2 x 10 I), cada una agitando durante 1 hora con un agitador de paletas superior y dejando
sedimentar antes de eliminar por bombeo el disolvente. Entonces se combinaron las fases de acetato de etilo (~20 I)
y se elimin6 el disolvente a presion reducida a 40°C para obtener un residuo aceitoso. Entonces se suspendi6 este
residuo aceitoso en metanol:agua 80:20 (volumen total de 500 ml), y se extrajo dos veces con hexano (2 x 500 ml).
Entonces se seco la fraccion de metanol:agua 80:20 a presion reducida para producir un extracto seco en bruto que
contenia SfA y SfB. Se disolvié este extracto en metanol (100 ml), se mezcl6 con 15 g de gel de silice y se seco para
dar un polvo. Se carg6 el polvo en una columna de gel de silice (5 x 20 cm) empaquetada en el 100% de CHCIs. Por
cada litro de disolvente de elucién se aumento la concentracion de metanol gradualmente en un 1% y se recogieron
fracciones de 250 ml. Tras tres litros de elucion de disolvente se aument6 la concentracién de metanol gradualmente
en un 2% hasta el 8%. Se combinaron las fracciones que contenian SfA y/o SfB y se redujeron a vacio hasta
sequedad y se purificaron SfA y SfB mediante HPLC preparativa. Se logré la HPLC preparativa sobre una columna
Xterra Prep MS C18 OBD de 10 mm (19 x 250 mm) de Waters que se procesé con disolvente A (agua) y disolvente
B (acetonitrilo) a 20 ml/min con el siguiente programa:

t =0 min, 55% de B

t = 4 min, 55% de B,

t =30 min, 100% de B

t = 32 min, 100% de B,

t = 36 min, 55% de B.

Se combinaron las fracciones que contenian SfA y se llevaron a sequedad.
Ejemplo 3 - Sintesis de 8 (macrociclo aldehidico)

3.1 La preparacion de 26,27-dihidroxisangliferina, 9

Sangliferina A (SFA), 5 26,27-dihidroxisangliferina, 9

A una disoluciéon con agitacion de sangliferina A, 5 (135 mg, 0,1238 mmol), se le afiadieron a temperatura ambiente
(DHQ)2PHAL (5,76 mg, 0,0074 mmol), disolucion al 2,5% en peso de tetradxido de osmio en alcohol terc-butilico (47
ul, 0,0037 mmol) y metanosulfonamida (23,6 mg, 0,2476 mmol) en alcohol terc-butilico (4 ml) junto con una
disolucién de ferricianuro de potasio (122,3 mg, 0,3714 mmol) y carbonato de potasio (51,3 mg, 0,3714 mmol) en
4 ml de agua. Tras agitar durante 1 h, se afiadié una disolucién de sulfito de sodio acuoso saturado (187,3 mg,
1,4857 mmol). Se agit6 la mezcla resultante durante 30 min y entonces se extrajo con tres porciones de acetato de
etilo. Se lavaron las fases organicas con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. Se purificé el residuo mediante Combiflash usando columna de fase inversa
(columna C18, A = H,0, B = acetonitrilo, t = 2 min, B = 0%; t = 4 min, B = 30%, t = 9 min, B = 35%; t = 12 min, B =
45%; t = 16 min, B = 70%) para proporcionar 26,27-dihidroxisangliferina, 9 (102 mg, 70 %) como un soélido blanco.
QC CL-EM, TR = 5,3 min, m/z = 1124,8 [M+H]+, 1122,7 [M-H] .

3.2 La preparacion del macrociclo aldehidico, 8
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26,27-dihidroxisangliferina, 9 macrociclo aldehidico, 8

A una disolucion de 26,27-dihidroxisangliferina, 9 (60,0 mg, 0,053 mmol) en THF y agua (2:1, 5 ml) se le afiadio
peryodato de sodio (22,8 mg, 0,107 mmol). Se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 2 h, y se
afiadio bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres porciones de acetato de etilo. Se
lavaron las fases organicas combinadas con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. Se purificé el residuo mediante Combiflash usando columna de fase inversa
(columna C18, A = agua, B = CH3CN, t =3 min, B = 0%; t = 12 min, B = 40 %; t = 17 min, B = 40%, t = 21 min, B =
70%) para proporcionar el macrociclo aldehidico, 8 (35 mg, 90 %) como un so6lido blanco. QC CL-EM, TR = 4,0 min,
m/z = 761,4 [M+Na]", 737,3 [M-HJ..

Ejemplo 4 - Sintesis de 10

2 ® Oy
/O*NJ\/ 80/\
l %

Cs,CO,/CH,CN, ta

HO.

8 10

A una suspension de NaH (0,974 mg, 0,041 mmol) en THF anhidro (1,0 ml) se le afiadi6é gota a gota una disolucion
de 2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetilfosfonato de dietilo (25,8 mg, 0,108 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) bajo
atmdsfera de Nz a -3°C con agitaciéon. Entonces se agité la disolucién a temperatura ambiente hasta que se volvié
transparente. Se afiadi6 gota a gota una disolucion de 8 (20 mg, 0,027 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a la disolucién
transparente y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 30 min. Se extingui6 la mezcla con agua y se
elimino el THF a presion reducida. Se extrajo el residuo con acetato de etilo. Se lavo la fase organica con salmuera,
luego se secd. Se elimind el disolvente a presion reducida para proporcionar un residuo de 14 mg. Se cargo el
compuesto en bruto (disuelto en acetona) sobre una placa de CCF (1 mm, 20*20 cm) y se reveld con acetona/éter
de petrdleo=3:2. Se recogid la banda diana (visualizada mediante UV) y se mezclé con acetona, luego se filtré a
través de un lecho de gel de silice (2-3 cm de altura, enjuagado previamente con acetona para eliminar impurezas).
Se concentré la filtracion a vacio. Finalmente, afiadiendo acetonitrilo y agua a la muestra obtenida, se sec6 por
congelacion la disolucion para dar el producto deseado como un polvo sélido blanco (8,2 mg, 37%). CL-EM: 824
[M+1]". Véase la figura 2 para "H-RMN.

Ejemplo 5 - Sintesis de 13
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5.1 Sintesis del producto intermedio 12
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Se agit6 una mezcla de N,N-dietilcloroacetamida (17,5 ml, 0,127 mmol) y fosfito de trietilo (22 ml, 0,1309 mmol) a
180°C durante 8 h. Se enfrid la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se destilé para dar el producto

intermedio 12 (15 g, 47%) como un aceite incoloro.

5.2 Sintesis de 13

13

A una suspensién de NaH (0,776 mg, 0,0324 mmol) en THF anhidro (1,0 ml) se le afiadi6é gota a gota una disolucion
de 2-(dietilamino)-2-oxoetilfosfonato de dietilo (28,5 mg, 0,1134 mol) en THF anhidro (0,2 ml) bajo atmésfera de N, a
-3°C con agitacion. Entonces se agitd la disolucion a temperatura ambiente hasta que se volvio transparente. Se
afadio gota a gota una disolucién de 8 (20 mg, 0,027 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a la disolucion transparente y
se agitd la mezcla a ta durante 30 min. Se extinguid la mezcla con agua y se evapor6 el THF a presion reducida. Se
extrajo el residuo con EA. Se lavo la fase organica con salmuera, luego se secé. Se eliminé el disolvente por
evaporacion, dando un residuo de 17 mg que se purificé con CCF prep. Se carg6 el compuesto en bruto (disuelto en
acetona) sobre una placa de CCF (1 mm, 20*20 cm) y se reveld con acetona/éter de petréleo=3:2. Se recogié la
banda diana (visualizada mediante UV) y se mezclé con acetona, luego se filtrd a través de un lecho de gel de silice
(2-3 cm de altura, enjuagado previamente con acetona para eliminar impurezas). Se concentro la filtracién a vacio.
Finalmente, afiadiendo acetonitrilo y agua a la muestra obtenida, se secé por congelacion la disoluciéon para dar el
producto deseado como un polvo sélido blanco. (9,0 mg, 40%). CL-EM: 836 [M+1]*. Véase la figura 3 para '"H-RMN.

Ejemplo 6 - Sintesis de 16
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6.1 Sintesis del producto intermedio 15
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Se agité una mezcla de N,-isopropilcloroacetamida (1 g, 7,41 mmol) y fosfito de trietilo (1,6 ml, 9,09 mmol) a 140°C
durante 8 h. Se enfrié la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente y se us6é una muestra de 200 mg para
purificarse mediante HPLC prep. para dar el producto intermedio 15 (60 mg, 34%) como un aceite incoloro.

6.2 Sintesis de 16

16

A una suspensién de NaH (0,972 mg, 0,0405 mmol) en THF anhidro (1,0 ml) se le afiadi6 gota a gota una disolucion
de 2-(isopropilamino)-2-oxoetilfosfonato de dietilo (26 mg, 0,208 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) bajo atmdsfera de N2
a -3°C con agitacion. Entonces se agit6 la disolucién a temperatura ambiente hasta que se volvid transparente. Se
afadio gota a gota una disolucién de 8 (20 mg, 0,027 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a la disolucion transparente y
se agitd la mezcla a ta durante 30 min. Se extinguid la mezcla con agua y se evapor6 el THF a presion reducida. Se
extrajo el residuo con EA. Se lavo la fase organica con salmuera, luego se secé. Se elimind el disolvente por
evaporacion, dando un residuo de 18 mg que se purificé con CCF prep. Se carg6 el compuesto en bruto (disuelto en
acetona) sobre una placa de CCF (1 mm, 20*20 cm) y se reveld con acetona/éter de petréleo=3:2. Se recogié la
banda diana (visualizada mediante UV) y se mezclé con acetona, luego se filtrd a través de un lecho de gel de silice
(2-3 cm de altura, enjuagado previamente con acetona para eliminar impurezas). Se concentro la filtracién a vacio.
Finalmente, afiadiendo acetonitrilo y agua a la muestra obtenida, se secé por congelacion la disoluciéon para dar el
producto deseado como un polvo sélido blanco (8,5 mg, 38%). CL-EM: 822 [M+1]". Véase la figura 4 para "H-RMN.

Ejemplo 7 - Sintesis de 19

44



10

15

20

25

ES 2541 853 T3

HO

7.1 Sintesis del producto intermedio 18
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Se agité una mezcla de N-metilcloroacetamida (200 mg, 1,87 mmol) y fosfito de trietilo (0,67 ml, 3,74 mmol) a 130°C
durante 8 h. Se enfri6 la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purific6 mediante HPLC prep. para dar
el producto intermedio 18 (60 mg, 15%) como un aceite incoloro.

7.2 Sintesis de 19

19

A una suspensién de NaH (0,972 mg, 0,0405 mmol) en THF anhidro (1,0 ml) se le afiadié gota a gota una disolucién
de 2-(metilamino)-2-oxoetilfosfonato de dietilo (23 mg, 0,108 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) bajo atmésfera de N, a
-3°C con agitacion. Entonces se agité la disolucién a temperatura ambiente hasta que se volvio transparente. Se
afadio gota a gota una disolucién de 8 (20 mg, 0,027 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a la disolucion transparente y
se agitd la mezcla a ta durante 30 min. Se extinguid la mezcla con agua y se evaporé el THF a presion reducida. Se
extrajo el residuo con EA. Se lavo la fase organica con salmuera, luego se secé. Se elimind el disolvente por
evaporacion, dando un residuo de 14 mg que se purificd con CCF prep. Se cargd el compuesto en bruto (disuelto en
acetona) sobre una placa de CCF (1 mm, 20*20 cm) y se revel6 con acetona/éter de petr6leo=3:2. Se recogié la
banda diana (visualizada mediante UV) y se mezclé con acetona, luego se filtrd a través de un lecho de gel de silice
(2-3 cm de altura, enjuagado previamente con acetona para eliminar impurezas). Se concentrd la filtracion a vacio.
Finalmente, afiadiendo acetonitrilo y agua a la muestra obtenida, se seco por congelacion la disolucién para dar el
producto deseado como un polvo sélido blanco (7,0 mg, 37%). CL-EM: 794 [M+1]". Véase la figura 5 para "H-RMN.

Ejemplo 8 - Sintesis de 22
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8.1 Sintesis del producto intermedio 21
9 P(OEt © 0
o I
N N
|

20 21

Y

Se agité una mezcla de 2-cloro-N,N-dimetilacetamida (300 mg, 2,47 mmol) y fosfito de trietilo (820 mg, 4,94 mmol) a
150°C durante la noche. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purific6 mediante HPLC
prep. para dar el producto intermedio 21 (105 mg, 20%).

8.2 Sintesis de 22

HO

22

A una disolucién de 21 (50 mg, 0,224 mmol) en THF (1,0 ml) se le afiadié NaH (1,6 mg, 0,068 mmol) en THF anhidro
(0,2 ml) a 0°C con agitacién. Entonces se agité la disolucion a temperatura ambiente hasta que se volvié
transparente. Entonces se afadié 8 (40 mg, 0,054 mmol) a la disolucidn transparente y se agité la mezcla a
temperatura ambiente durante 1 h. Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con EA (3 x 20 ml). Se lavo
la fase organica con salmuera y se sec6 sobre Na,SO., se filtrd, se evaporo. Se purificod el residuo mediante HPLC
prep. [Columna: Spring C18 (25*250 mm, 10 um), fase mévil: A: H,O B: Acetonitrilo, gradiente: B desde el 30%
hasta el 40% a lo largo de 10 min] para obtener 22 como un sélido blanco (12,4 mg, 28%). CL-EM: 808 [M+1]".
Véase la figura 6 para "H-RMN.

Ejemplo 9 - Sintesis de 25
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9.1 Sintesis del producto intermedio 24

O 0
0O P(OEt)3 #
\/\QJ\/CI - N 50\

5 23 24

Se agité una mezcla de P(Oet)s (0,63 ml, 3,75 mmol) y 23 (500 mg, 3,74 mmol) a 180°C durante 6 h. Se enfrid la
reaccion y se purific6 mediante HPLC prep. para obtener el producto intermedio 24 como un aceite incoloro (100 mg,
11%).

10
9.2 Sintesis de 25

25

15 A una disolucion de 24 (38 mg, 0,1624 mmol) disuelta en THF (1 ml) se le afiadié NaH (1,5 mg, 0,0625 mmol) a 0°C
y se agitd durante 10 min. Entonces se agitd la disolucion a temperatura ambiente y se afiadié el compuesto 8
(30 mg, 0,0406 mmol). Se agitd la reaccion durante 30 min a temperatura ambiente y se extinguié con agua (5 ml).
Se extrajo la reaccion con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavé la fase organica combinada con salmuera, se secé
sobre sulfato de sodio y se redujo a vacio. Se purifico el residuo mediante HPLC prep. para obtener 25 como un
20 solido blanco (7,4 mg, 22%). Véase la figura 7 para *H-RMN.

Ejemplo 10 - Sintesis de 26 y 28
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10.1 Sintesis de 26

NaBH,

MeOH, 0°C

10

26

A una disolucion de 10 (25 mg, 0,0304 mmol, 1 eq.) disuelto en metanol (2 ml) a 0°C se le afiadié borohidruro de
sodio (2,3 mg, 0,0608 mmol, 2 eq.). Se agit6 la mezcla de reaccidon 3 h a 0°C. A la reaccion se le afiadio disolucion
de bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml).Se lavaron las fases organicas combinadas con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se eliminaron a vacio. Se uso el residuo directamente en la siguiente
etapa.

10.2 Sintesis del producto intermedio 27

PPh,, imidazol, yodo

CH,CI ’{1
TR '?”_S'

HO

27

A una disolucion de trifenilfosfina (24 mg, 0,0915 mmol, 3 eq.) disuelta en CHxCI, (1,5 ml) se le afiadieron imidazol
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(8,2 mg, 0,1206 mmol, 4 eq.) y yodo (23 mg, 0,0914 mmol, 3 eq.). Se agité la mezcla de reaccién 30 min y se enfrié
hasta 0°C. Se afiadié el compuesto 27 (en bruto, 25 mg, 0,0303 mmol, 1 eq.) y se agito la reaccion durante 4,5 h a
temperatura ambiente. Se extingui6 la reaccion con disolucion de bicarbonato de sodio acuosa saturada (2 ml) y se
extrajo con acetato de etilo (3 x 10 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con Na»S;03; acuoso saturado
(10 ml) y salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron. Se us6 el residuo directamente en la
siguiente etapa.

10.3 Sintesis de 28

27 28

A una disolucion de 27 (25 mg, 0,02673 mmol, 1 eq.) disuelto en CHCl, (1,5 ml) se le afiadi6 DBU (8,2 mg,
0,1206 mmol, 4 eq.) a 0°C. Se agit6 la mezcla de reaccién 2 h a temperatura ambiente. Se extingui6 la reaccion con
disolucion de bicarbonato de sodio acuosa saturada (4 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavaron
las fases orgénicas combinadas con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron. Se purifico el
residuo mediante HPLC prep. para dar 28 como un sélido blanco. (7 mg, 29%). Véase la figura 8 para "H-RMN.

Ejemplo 11 - Sintesis de 29

HCI2 N

Dioxano

HO HO

29

10
A una disolucién de 10 (30 mg, 0,0365 mmol) disuelto en dioxano (2 ml) se le afiadio disolucion de HCI acuosa (2 M,
0,18 ml, 0,36 mmol). Se agito la reaccion a temperatura ambiente durante 4 dias y se extingui6 la reaccién con agua
y se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 ml).Se secé la fase organica sobre sulfato de sodio y se evapor6. Se purificd
el residuo mediante HPLC prep. para dar 29 como un sélido blanco (11 mg, 38%). Véase la figura 9 para "H-RMN.

Ejemplo 12 - Sintesis de 32
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12.1 Sintesis del producto intermedio 31

Se agité una mezcla de 2-cloro-N,N-diisobutilacetamida, 31 (206 mg, 1,00 mmol) y fosfito de trietilo (332 mg,
2,00 mmol) a 140°C durante 6 h. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purific6 mediante
Combiflash para dar el producto intermedio 31 (222 mg, 20%).

10
12.2 Sintesis de 32

38 32

15 A una disolucién de 31 (58 mg, 0,188 mmol) en THF (1,0 ml) se le afiadi6 NaH (1,4 mg, 0,0564 mmol) en THF
anhidro (0,2 ml) a temperatura ambiente con agitacion. Entonces se afiadié 8 (35 mg, 0,047 mmol) a la disolucién
transparente y se agito la mezcla a temperatura ambiente durante 3 h. Se extingui6 la mezcla con agua (10 ml) y se
extrajo con EA (3 x 30 ml). Se lavé la fase organica con salmuera y se sec6 sobre Na,SO,, se filtrd y se evapord. Se
purificé el residuo mediante HPLC prep. para obtener 32 como un sélido blanco (16,2 mg, 38%). CL-EM: 892 [M+1]".

20  Véase la figura 10 para ‘H-RMN.

Ejemplo 13 - Sintesis de 35
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13.1 Sintesis del producto intermedio 34

0 0] 0]

a  pom A

(\NJ\/ (M=hs 0 89\/\
33 34

Se agité una mezcla de 2-cloro-1-morfolinoetanona 33 (327 mg, 2 mmol) y fosfito de trietilo (665 mg, 4 mmol) a

140°C durante la noche. Se enfrid la mezcla de reaccidon hasta temperatura ambiente y se purificO mediante

Combiflash para dar el producto intermedio 34 como un aceite incoloro (190 mg, 36%).

13.2 Sintesis de 35

HO

8 35

A una disolucion de 34 (50 mg, 0,188 mmol) en THF (1,0 ml) se le afiadié NaH (1,4 mg, 0,056 mmol) en THF anhidro
(0,2 ml) a 0°C con agitacién. Entonces se agité la disolucion a temperatura ambiente hasta que se volvié
transparente. Entonces se afiadié 8 (35 mg, 0,047 mmol) a la disolucién transparente y se agité la mezcla a ta
durante 3 h. Se extingui6 la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con EA (20 ml*3). Se lavo la fase organica con
salmuera y se sec6 sobre Na,SO,, se filtrd, se evapord. Se purifico el residuo mediante HPLC prep. para obtener
il.4 mg de producto puro 35 como un sélido blanco (rendimiento, 35%). CL-EM: 850 [M+1]". Véase la figura 11 para
H-RMN.

Ejemplo 14 - Sintesis de 41
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14.1 Sintesis del producto intermedio 37

s
® ®
_—
Br H/\/
36

37
Se calentd una mezcla de 4-bromobifenilo 36 (5 g, 21,55 mmol), alilamina (2,4 ml, 32,33 mmol), terc-butéxido de
sodio (3,11 g, 32,33 mmol), Pd(DPPF)CI, (0,79 g, 1,08 mmol) y DPPF (1,79 g, 3,23 mmol) en 20 ml de THF anhidro
hasta 80°C durante 4 h. La CCF indicé la desaparicion completa del 4-bromobifenilo de partida. Se filtré la mezcla de
reaccion de color rojo oscuro a través de Celite y se concentr6 a vacio dejando un aceite de color oscuro. Se
sometié a cromatografia el aceite sobre gel de silice usando PE/EA (5:1) para dar 37 (3,5 g, rendimiento del 60%)
como un sélido amarillo.

14.2 Sintesis del producto intermedio 38

Pd al 10%/C
acido metanosulfénico
O N \F O NH
H

37 38

2

Se someti6 a reflujo durante 2 h una mezcla de N-alilbifenil-4-amina 37 (3 g, 14,35 mmol), Pd al 10%/C (0,3 g) ¥
acido metanosulfénico (922 ul, 14,35 mmol, 1 eq.) en 50 ml de etanol absoluto. La CCF indic6 la desaparicion de la
N-alilbifenil-4-amina de partida. Se filtrd la mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se lav6 con NaOH ac.
(10%), y se extrajo con acetato de etilo. Se lavo la fase organica con salmuera y se seco sobre Na,SOa, se filtrg, se
concentré a vacio para dar 1,6 g del producto en bruto 38 que se uso en la siguiente etapa sin ninguna purificacion
adicional.

14.3 Sintesis del producto intermedio 39
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39

A una disolucién de 38 en bruto (1,6 g, 9,462 mmol), EtsN (1,052 g, 10,408 mmol) en DCM seco (50 ml) se le afiadié
gota a gota cloruro de cloroacetilo (1,165 g, 10,408 mmol). Se agité la mezcla de reaccién a 0-10°C durante 3 h, se
verti6 en agua con hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavo la fase organica con salmuera y se sec6 sobre
Na2SQ4, se filtrd, se concentré a vacio para dar un solido de color amarillo claro. Se purificé el sélido mediante CCF
prep. con PE/EA (4:1), y dio el compuesto deseado 39 (200 mg, rendimiento del 6% para dos etapas).

14.4 Sintesis del producto intermedio 40

P(OEty,
0 -
> O O
O a | O
ﬁj\/ N J\/ﬁ\OEt
H OFt

39 40

Se agitdé una mezcla de N-(bifenil-4-il)-2-cloroacetamida 39 (200 mg, 0,8161 mmol) y fosfito de trietilo 271 mg,
1,6323 mmol) a 140°C durante la noche. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purificd
mediante Combiflash para dar el producto intermedio 40 (77 mg, 27%) como un sélido de color amarillo claro.

14.5 Sintesis de 41

A una disolucioén de 40 (65 mg, 0,188 mmol) en THF (1,0 ml) se le afiadi6 NaH (1,4 mg, 0,056 mmol) en THF anhidro
(0,2 ml) a 0°C con agitacion. Entonces se agitd la disolucion a temperatura ambiente hasta que se volvio
transparente. Entonces se afiadié 8 (35 mg, 0,047 mmol) a la disolucion transparente y se agitd la mezcla a ta
durante 3 h. Se extingui6 la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con EA (20 ml*3). Se lavo la fase organica con
salmuera y se sec6 sobre Na,SOa, se filtrd, se evapord. Se purificd el residuo mediante HPLC prep. para obtener

?,4 mg de producto puro 41 como un sélido blanco (rendimiento, 21%). CL-EM: 932 [M+1]". Véase la figura 12 para
H-RMN.

Ejemplo 15 - Sintesis de 45
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8 45

15.1 Sintesis del producto intermedio 43

O
H 0
i Cl)J\/a
~ J_a
—_—_— N
42 43
A una disolucién de 42 (1 g, 8,834 mmol), EtzN (0,983 g, 9,724 mmol) en DCM seco (10 ml) se le afiadi6é gota a gota
cloruro de cloroacetilo (1,088 g, 9,724 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccién a 0-10°C durante 3 h, se vertié en agua
con hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavé la fase organica con salmuera y se secd sobre Na,SOa, se filtrg,
se concentrd a vacio par dar un liquido de color amarillo claro (1,95 g) que se uso6 en la siguiente etapa sin ninguna

purificacién adicional.

15.2 Sintesis del producto intermedio 44

0 0O o
P(OE), O\
O\ TJK/CI — 1|\T )k/ 1582\/\

43 44

Se agité una mezcla de 43 (en bruto, 400 mg, 2,11 mmol) y fosfito de trietilo (701 mg, 4,22 mmol) a 140°C durante la
noche. Se enfrié la mezcla de reaccidén hasta temperatura ambiente y se purific6 mediante Combiflash para dar el
producto intermedio 44 (265 mg, 43 %) como un liquido de color amarillo claro.

15.3 Sintesis de 45

8 45

A una disolucién de 44 (55 mg, 0,188 mmol) en THF (1,0 ml) se le afiadié NaH (1,4 mg, 0,056 mmol) en THF anhidro
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(0,2 ml) a 0°C con agitacién. Entonces se agité la disolucion a temperatura ambiente hasta que se volvié
transparente. Entonces se afiadié 8 (35 mg, 0,047 mmol) a la disolucién transparente y se agité la mezcla a ta
durante 3 h. Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con EA (20 ml*3). Se lavo la fase organica con
salmuera y se sec6 sobre Na,SOQ,, se filtrd, se evaporé. Se purificé el residuo mediante HPLC prep. para obtener
12,5 mg de producto puro 45 como un sélido blanco (rendimiento, 6%). CL-EM: 876 [M+1]". Véase la figura 13 para
H-RMN.

Ejemplo 16 - Sintesis de 48

@NO QNO y
H

QW
SN NJ\/ﬁb
H

16.1 Sintesis del producto intermedio 47
QW
1
\N II}IJI\/C \O/\

46 47

P(OEt)3

Se agitd una mezcla de 2-cloro-N-(piridin-2-il)acetamida (170 mg, 1,00 mmol) y fosfito de trietilo (332 mg, 2,00 mmol)
a 140°C durante 6 h. Se enfri6 la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purifico mediante Combiflash
para dar el producto intermedio 47 (48 mg, 18%).

16.2 Sintesis de 48

8 : 48

A una disolucién de 47 (51 mg, 0,188 mmol) en THF (1,0 ml) se le afiadi6 NaH (1,4 mg, 0,0564 mmol) en THF
anhidro (0,2 ml) a ta con agitacion. Entonces se afiadi6 8 (35 mg, 0,047 mmol) a la disolucion transparente y se agité
la mezcla a ta durante 3 h. Se extingui6é la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con EA (30 mI*3). Se lavé la fase
organica con salmuera y se seco sobre Na;SO., se filtrd, se evaporé. Se purificé el residuo mediante HPLC prep.
para obtener 19,7 mg de producto puro 48 como un sélido blanco (rendimiento, 48,5%). CL-EM: 857 [M+1]".

Ejemplo 17 - Sintesis de 51
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17. Sintesis del producto intermedio 49

0 P(OE Q o9
(:I\NJ\/C1 _i.. NJ\/%O/\
H H —\

5 49 50

Se agitaron 49 y 2 equivalentes de fosfito de trietilo a 120°C durante la noche. Se enfri6 la mezcla de reaccion hasta
temperatura ambiente y se purificé mediante cristalizacién para dar el producto intermedio 50.

10 17.2 Sintesis de 51

8 51

A una disoluciéon de 50 en THF se le afiadi6 NaH en THF anhidro a 0°C con agitacidon. Entonces se agit6 la
15 disolucién a temperatura ambiente hasta que se volvid transparente. Entonces se afiadié 8 (30 mg) a la disolucién
transparente y se agit6 la mezcla a ta durante 3 h. Se extingui6 la mezcla con agua y se extrajo con acetato de etilo.
Se lavé la fase organica con salmuera y se sec6 sobre Na>SO., se filtrd, se evaporé. Se purificéd el residuo mediante
CCF prep. y HPLC preP. para obtener 2,4 mg de producto puro 51 como un sélido blanco. CL-EM: 862 [M+1]".
Véase la figura 14 para "H-RMN.
20
Ejemplo 18 - Sintesis de 55
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18.1 Sintesis del producto intermedio 53

(@)
0]
H
Cl
N
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5 52 53

A una disolucién de 52, EtsN en DCM seco se le afiadi6é gota a gota cloruro de cloroacetilo. Se agité la mezcla de
reaccion a 0-10°C durante 30 minutos, y se extrajo con acetato de etilo. Se lavo la fase organica para dar un liquido
que se uso en la siguiente etapa sin ninguna purificacién adicional.

10
18.2 Sintesis del producto intermedio 54

Y

0 0 O
(Oj J_ca  PoOEy [Q)NJ\/%Q\,\

53 54

15 Se agité una mezcla de 53 y fosfito de trietilo a 120°C durante la noche. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta
temperatura ambiente y se purificé mediante Combiflash para dar el producto intermedio 54.

18.3 Sintesis de 55

20 8 55
A una disolucién de 54 en THF se le afadi6 NaH en THF anhidro a 0°C con agitacién. Entonces se agito la

disolucion a temperatura ambiente hasta que se volvié transparente. Entonces se afiadi6 8 a la disolucién
transparente y se agito la mezcla a temperatura ambiente. Se extinguié la mezcla con agua y se extrajo con acetato
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de etilo. Se lavé la fase organica con salmuera y se seco sobre Na,SOQu, se filtr6, se evaporé. Se purifico el residuo
mediante HPLC prep. para obtener 55 como un sélido blanco. CL-EM: 850 [M+1]".

Ejemplo 19 - Datos bioldgicos - Evaluacion in vitro de la actividad antiviral contra VHC en el sistema de replicon

Se analizaron los compuestos en el ensayo de replicon tal como se describe en los métodos generales. Se
incluyeron ciclosporina A, 1, sangliferina A, 5 y el hidroximacrociclo, 6 como comparacion.

Nombre CEsp CEg | CCsp indice de
selectividad
(CCs0/CEsp)
Ciclosporina A, 1 0,2 0,678 4,3 21,5
Sangliferina A, 5 0,318 55 9,1 28,7
6 8,4 39,7 83,6 9,9
10 0,162 0,921 | >100 >617
13 0,204 1,2 >100 >490
16 0,56 4.6 >100 >179
19 8 60,2 >100 >80
22 0,349 6,2 >100 >287
25 1,6 8,5 48,4 30
28 0,628 4 17,7 28,2
29 0,293 1,5 20,2 68,4
32 0,309 1,1 2,1 6,9
35 1,66 0,737 | 39,7 238,1
41 0,208 1,1 >100 >481
45 0,148 1,9 66,4 449
48 0,167 0,737 | 39,7 238,1
51 0,336 4.2 >100 >298
55 0,125 0,691 | >100 >800

Tal como puede observarse, 10, 13, 16, 22, 28, 29, 32, 41, 45, 48, 51 y 55 son todos muy potentes en el ensayo de
replicén Huh5.2 (tal como se muestra por la baja CEsp), mostrando también la mayoria de ellos baja citotoxicidad
contra la linea celular (tal como se muestra por una alta CCso). El hidroximacrociclo de sangliferina macrociclica, 6,
descrito anteriormente es menos potente en la inhibicion de VHC, y ciclosporina A, 1 y sangliferina A, 5 muestran
ambas mas citotoxicidad.

Ejemplo 20 - Solubilidad en PBS

Se analiz6 la solubilidad de los compuestos en PBS pH 7,4 tal como se describe en los métodos generales. Se
incluyeron ciclosporina A, 1 y sangliferina A, 5 como comparacion.

Nombre Solubilidad (uM)
Ciclosporina A, 1 51,3
Sangliferina A, 5 9,4

10 >100
13 >100
19 >100
22 >100
25 96
28 78
29 66
32 33
48 61
55 >100

Tal como puede observarse, los compuestos de la invencion, 10, 13, 19, 22, 25, 28, 29, 48 y 55 tienen todos
solubilidad aumentada en comparacion con sangliferina A (5) y con respecto a ciclosporina A (1).

Ejemplo 21 - Datos bioldgicos - Actividad contra VIH

Se analizaron los compuestos en un ensayo antiviral contra VIH usando células diana primarias e inmortalizadas tal
como se describe en los métodos generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, y sangliferina B, 7, como comparacion.
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Nombre Células HelLa Células T Linfocitos T CD4" Macrofagos
CEBO CEBO CE50 CESO
(uM) (uM) (1M) (uM)
Ciclosporina A, 1 5,3 3,5 3,3 9,4
29 0,4 0,2 0,21 0,31
48 0,25 0,11 0,14 0,21
55 0,31 0,22 0,15 0,23

Tal como puede observarse, los compuestos de la invencién 29, 48, 55 son todos significativamente mas potentes
que ciclosporina A, 1 en la inhibicion de la infeccién por VIH de cuatro tipos de células.

Ejemplo 22 - Datos bioldgicos - Actividad contra VHB

Se analizaron los compuestos en el ensayo de replicén tal como se describe en los métodos generales. Se
incluyeron ciclosporina A, 1, y sangliferina A, 7, como comparacion.

VHB CEsg CTso Indice terapéutico
Nombre (uM) (uM) (ITs0)
Ciclosporina A, 1 5,22 7,53 1,44
29 <0,1 >32 >320
48 >32 >32 1

Tal como puede observarse, el compuesto de la invencion, 29, es notablemente potente en la inhibicion de la
replicacién de VHB, y no muestra citotoxicidad a concentraciones de hasta 32 uM, lo que conduce a un indice
terapéutico grande.

Ejemplo 23 - Datos bioldgicos - Evaluacion de la actividad inmunosupresora en una reaccion linfocitaria mixta (MLR)
La actividad inmunosupresora es un efecto secundario no deseado para su uso como terapia antiviral. Por tanto se

sometieron a prueba los compuestos en una reaccion linfocitaria mixta (MLR) tal como se describe en los métodos
generales. Se incluyeron ciclosporina A, 1, y sangliferina A, 5, como comparacion.

Nombre MLR
humana

Clso

(1M)

Ciclosporina A, 1 0,003

Sangliferina A, 5 0,215

48 1,06

55 1,45

Tal como puede observarse, los compuestos de la invencion, 48 y 55, muestran ambos niveles muy bajos de
actividad inmunosupresora, y son todos menos inmunosupresores que CsA, 1,y SfA, 5.

Ejemplo 23 - Datos biolégicos - Inhibicion de ciclofilina D

Para investigar la interaccion de los compuestos de prueba con ciclofilina D, se us6 el ensayo de alteracion de
CypD-NS5A, tal como se describe en los métodos generales.

Nombre Alteracién de CypD-NS5A, Clso
(M)
Ciclosporina A, 1 0,91
Sangliferina A, 5 0,37
29 0,25
48 0,38
55 0,23

Tal como puede observarse, los compuestos de la invencion, 29, 48 y 55, muestran todos una potente alteracion del
complejo CypD-NS5A, a un nivel mas potente que CsA, 1, y SfA, 5. También se confirmé que estos ensayos
proporcionaban datos comparables (y 6rdenes de clasificacion similares) a un ensayo de PPlasa que mide la
inhibicion directa de la actividad CypD isomerasa (datos no mostrados - véanse los métodos generales para detalles
de la metodologia).

Ejemplo 24 - Generacion de cepas de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (BIOT-4370) modificadas por
bioingenieria en las que el bucle reductor del moédulo 12 de la agrupacion biosintética para la biosintesis de
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sangliferina se reemplaza por el bucle reductor del médulo 13 de rapamicina o el moédulo 6 de sangliferina usando
una estrategia de cambio de bucle reductor.

El bucle reductor del médulo 12 de sangliferina contiene una cetorreductasa que es responsable del grupo hidroxilo
en C17 de la molécula de sangliferina. Los bucles reductores tanto del médulo 13 de rapamicina como el médulo 6
de sangliferina contienen todos los dominios funcionales para dar como resultado el procesamiento completo del
grupo beta-ceto para dar como resultado un metileno; especificamente contienen una cetorreductasa para reducir el
grupo ceto a uno hidroxilo, una deshidratasa para eliminar agua y dar como resultado un doble enlace, y una enoail
reductasa para reducir el doble enlace a un metileno. Los vectores pMGo0136 y pMGo0137 son vectores para
modificar por ingenieria genética el reemplazo del bucle reductor del médulo 12 de la agrupacion biosintética para la
biosintesis de sangliferina por el bucle reductor del médulo 13 de rapamicina o el médulo 6 de sangliferina,
respectivamente.

Las posiciones de los fragmentos de ADN usados en este ejemplo se facilitan segln la secuencia disponible en
enero de 2011 pero se notifica como una aproximacion debido a que las secuencias de ADN de Genbank pueden
actualizarse.

Los vectores se construyen tal como sigue:
24.1 El ADN homdlogo a la region flanqueante en el sentido de 5’ del bucle reductor del modulo 12 de sangliferina.

Este fragmento de ADN de 2072 pb (SEQ ID NO: 1) mostrado en la figura 16 contiene una region de homologia en
el sentido de 5’ del bucle reductor del médulo 12 de sangliferina (aproximadamente desde 86654 pb - 88798 pb en el
namero de registro de Genbank de secuencia publicada FJ809786.1) junto con secuencias adicionales tanto en 5’
como en 3’ para incorporar secuencias de enzimas de restriccion para ayudar en la clonacion. Se sintetizd este
fragmento (SEQ ID NO: 1) por GenScript (860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, EE.UU.) y se dotd, segun el
protocolo de GenScript de 12 bases flanqueantes protectoras en cada lado que no participan en la clonacién mas
alla de este punto, en pUC57 dando como resultado el plasmido pMGo0128.

24.2 Clonaciéon de ADN homologo a la region flanqueante en el sentido de 3’ del bucle reductor del médulo 12 de
sangliferina.

Se usaron los oligonucledtidos MGo013 (SEQ ID NO: 2) y MGo014 (SEQ ID NO: 3) para amplificar un fragmento de
ADN de 1994 pb (SEQ ID NO: 4) en una reaccion PCR convencional usando ADN del c6smido pTL3102 (Qu et al.
2011) como molde y la ADN polimerasa KOD Hot Start. Se disefié una extensién en 5’ en cada oligonucleétido para
introducir sitios de restriccion para facilitar la clonacidn del fragmento amplificado. Alternativamente, podria haberse
usado ADN gendmico de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (BIOT-4370) como molde para esta reaccion
PCR para dar el mismo fragmento de ADN, o el fragmento de ADN podria obtenerse mediante sintesis de ADN por
ejemplo usando GenScript (860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, EE.UU.). El producto de PCR de 1995 pb
resultante (SEQ ID NO: 4) contiene una region de homologia en el sentido de 3’ del bucle reductor del médulo 12 de
sangliferina (aproximadamente desde 90415 pb - 92381 pb en el nimero de registro de Genbank de secuencia
publicada FJ809786.1) con una insercion no deseada, G en la posicion 1978 (véase la figura 17; la G insertada esta
en negrita y subrayada). Se clon6 el producto de PCR de 1995 pb (SEQ ID NO: 4) en pUC19 (New England Biolabs)
gue se habia linealizado con Smal y se desfosforil6, dando como resultado el plasmido pMGo0123.

MGo013 5"GCTCTCGAGGCGGCTAGCCTCCCTGLCCCGAGGCCG
Xhol Nhel

(SEQ ID NO: 2)

MGo(014 5"AGAAAGCTTCGGCCCGGTCGGCGCCCTGGGCC

HindIII
(SEQ ID NO: 3)

La orientacion del producto de PCR de 1995 pb (SEQ ID NO: 4) en pUC19 era tal que el sitio Hindlll en el inserto
estaba adyacente al sitio Hindlll del poliligador de pUC19. Se confirmd la secuencia del inserto en pMGo0123
mediante secuenciacion.

Con el fin de evitar que la regién contenga la base adicional, se seleccion6 como diana una region en el sentido de
3’ mas corta tal como sigue: Se usaron los oligonucleétidos MGo037 (SEQ ID NO: 5) y MGo038 (SEQ ID NO: 6)
para amplificar un fragmento de ADN de 1956 pb (SEQ ID NO: 7) en una reaccion PCR convencional usando el ADN
de plasmido pMGo123 como molde y la ADN polimerasa KOD Hot Start. Se disefidé una extensiéon en 5’ en cada
oligonucleétido para introducir sitios de restriccién para facilitar la clonacion del fragmento amplificado. El producto
de PCR de 1956 pb (SEQ ID NO: 7) contiene una region de homologia en el sentido de 3’ del bucle reductor del
médulo 12 de sangliferina (aproximadamente desde 90415 pb - 92343 pb en el nimero de registro de Genbank de
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secuencia publicada FJ809786.1). Se clon6 el producto de PCR de 1956 pb (SEQ ID NO: 7) en pUC19 (New
England Biolabs) que se habia linealizado con Smal y se desfosforild, dando como resultado el plasmido pMGo125.

MGo037 57'GCTCTCGAGGCGGCTAGCCTCCCTG
Xhol Nhel

(SEQ ID NO: 5)

MGo(038 57"AAAAAGCTTGCGGGGT CGGGGGTGCCGGCEGLGAL
HindIII
(SEQ ID NO: 6)

La orientacion del producto de PCR de 1956 pb (SEQ ID NO: 7) en pUC19 era tal que el sitio Hindlll en el inserto
estaba adyacente al sitio Hindlll del poliligador de pUC19. Se confirmd la secuencia del inserto en pMGo0125
mediante secuenciacion.

24.3 Estrategia de clonacion para generar pMG0136 y pMGo0137.

Las regiones en el sentido de 5’ y en el sentido de 3’ de homologia del bucle reductor de sangliferina del médulo 12
se clonan juntas tal como sigue: La region en el sentido de 5’ de 2065 pb se corta de pMGo128 mediante digestion
con EcoRI y Xhol y la regién en el sentido de 3’ de 1944 pb se corta de pMGo125 mediante digestion con Xhol y
Hindlll. Se clonan ambos fragmentos juntos en el fragmento de estructura principal grande generado cuando se
digiere pUC19 (New England Biolabs) con EcoRI y Hindlll en un ligamiento de tres partes. Se identifican pladsmidos
gue contienen ambos insertos correctamente clonados mediante andlisis con enzimas de restriccion, un plasmido
correcto se designa pMGo0130.

Se disefia pMG0130 de manera que un bucle reductor en un fragmento de Nhel/Bglll adecuado pueda clonarse en
los sitios Nhel y Bglll para producir una parte de un médulo de PKS de tipo | en el que la secuencia de ADN esté en
marco y puede traducirse para dar una secuencia de aminoacidos. El posicionamiento exacto de estos sitios en el
bucle entrante es crucial en el mantenimiento del marco de la secuencia y su traduccion para dar una secuencia de
aminoacidos funcional.

Fuente de bucle reductor del médulo 13 de rapamicina: El bucle reductor del mddulo 13 de rapamicina se ha usado
previamente como bucle donador en otros sistemas (por ejemplo Gaisser et al., 2003). El bucle del médulo 13 de
rapamicina, flanqueado por regiones de homologia apropiadas del moédulo 2 de avermectina estd presente en
pPF137 (Gaisser et al., 2003). pPF137 se construye a partir de pJLK137 tal como se describe en Gaisser et al 2003.
La descripcién completa de la construccion de pJLK137 esta contenida dentro de la solicitud de patente internacional
WO 00/01827/1998 y referencias en la misma. Sigue un breve resumen: Se aislé el bucle del médulo 13 de
rapamicina mediante amplificacién por PCR usando los siguientes oligonucleotidos

5’ TAAGATCTTCCGACCTACGCCTTCCAAC
BglII
(SEQ ID NO: 8)

5’ TAATGCATCGACCTCGTTGCGTGCCGCGGT
Nsil
(SEQ ID NO: 9)

gue contiene sitios de enzimas de restriccion introducidos, y usando el molde cos 31 de rapamicina (Schwecke et al.
1995). Se clond este fragmento en pUC18 digerido previamente con Smal y se desfosforild para dar pJLK120.
Entonces se introdujo este bucle en pJLK133, que se construy6 tal como sigue: Se eliminé el ligador de pJLK117 en
un fragmento de Bglll/Nhel y se cloné entre 2 regiones de homologia al médulo 2 de avermectina para dar pJLK133.
Se clond el bucle reductor del médulo 13 de rapamicina a partir de pJLK120 como un fragmento de Bg/Il/Nsil en
pJLK133 digerido con Bglll/Nsil.

pJLK117 (se hace referencia a la solicitud de patente internacional WO 00/01827/1998 y referencias en la misma) es
un plasmido de expresion que contiene un gen de PKS que comprende el médulo de carga de eritromicina, los
maédulos de extension primero y segundo de la PKS de eritromicina y la tioesterasa de terminaciéon de cadena de
eritromicina, excepto porque el segmento de ADN entre el final de la aciltransferasa (AT) y el comienzo de la
proteina portadora de acilo (ACP) se ha sustituido por un ligador de oligonucleétido sintético que contiene los sitios
de reconocimiento de las siguientes enzimas de restriccion; Avrll, Bglll, SnaBl, Pstl, Spel, Nsil, Bsu36l y Nhel y se
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preparé en mdltiples etapas tal como se describe en la solicitud de patente. Se seleccionaron estos sitios de
enzimas de restriccion debido a que pueden incorporarse con alteracién minima en la secuencia de proteina original
en el médulo 2 de la PKS de eritromicina. El vector que contiene el primer ligador, pJLK114, contiene el generado
por el apareamiento de los oligonucleoétidos PIf (SEQ ID NO: 10) y Plb (SEQ ID NO: 11).

P1lf
5'CTAGGCCGGGCCGGACTGGTAGATCTGCCTACGTATCCTTTCCAGGGCAAGCGGTTCTGGCTGCAGCC
GGACCGCACTAGTCCTCGTGACGAGGGAGATGCATCGAGCCTGAGGGACCGGTT

(SEQ ID NO: 10)

Plb
5"AACCGGTCCCTCAGGCTCGATGCATCTCCCTCGTCACGAGGACTAGTGCGGTCCGGCTGCAGCCAGAA
CCGCTTGCCCTGGAAAGGATACGTAGGCAGATCTACCAGTCCGGLCCCGGL

(SEQ ID NO: 11)

Se construy6 el plasmido pJLK117 reemplazando el extremo 5’ del ligador de pJLK114 por un fragmento en el que la
Unica diferencia es que el sitio Hpal, GTTAAC, se reemplaza por un sitio Nhel, GCTAGC.

La fuente del bucle reductor del modulo 13 de rapamicina en este ejemplo es pPF137. Un experto en la técnica
apreciara que no es necesario seguir esta compleja serie de etapas con el fin de obtener este fragmento. Puede
obtenerse el mismo fragmento tal como sigue: En primer lugar, la region de clonacion multiple de pUC18, o pUC19
puede reemplazarse por un ligador sintético que contiene los sitios Bglll, Nsil y Nhel, por ejemplo esto podria
lograrse digiriendo el vector pUC con EcoRI y Hindlll y usando dos oligonucleétidos para preparar un ligador
sintético con los sitios enumerados anteriormente, que, cuando se aparean, dejan que las proyecciones apropiadas
se liguen en la estructura principal digerida. La incorporacion de la secuencia del ligador de pJLK117 entre los sitios
Nsil y Nhel proporcionard parte de la secuencia requerida y el resto puede obtenerse mediante amplificacion por
PCR a partir de un cosmido tal como cos 31 de rapamicina o ADN gendmico de Streptomyces hygroscopicus NRRL
5491 y los oligonucle6tidos mostrados como SEQ ID NO: 08 y SEQ ID NO: 09. Esto proporciona el bucle del médulo
13 de rapamicina en un fragmento de Bglll/Nsil que puede clonarse en los sitios Bg/ll/Nsil del vector pUC modificado
y luego el bucle deseado clonado como un fragmento de Bglll/Nhel.

Alternativamente, el bucle del mddulo 13 de rapamicina podria amplificarse directamente como un fragmento de
Bglll/Nhel por ejemplo usando los oligonucleétidos SEQ ID NO: 8 tal como se mostré anteriormente y SEQ ID NO:
12

5TAGCTAGCCGGGCGCTCAGGGGCTGCGAGCCGACCT
(SEQ ID NO: 12)

Se cloné el bucle reductor del médulo 13 de rapamicina a partir de pPF137 en pKC1139WMBO02 como un fragmento
de Bglll/Nhel para dar pKC1139WMBO02-137. pKC1139WMBO02 es un plasmido basado en pKC1139 y contiene un
fragmento de ADN de 7,8 kb que contiene el bucle reductor del médulo 11 de rapamicina y regiones flanqueantes.
Se ha modificado por ingenieria genética de manera que el bucle reductor puede cortarse como un fragmento de
Bglll/Nhel y reemplazarse por otros bucles. Se construyé pKC1139WMB02-137 para efectuar un cambio de bucles
en rapamicina y contiene el bucle reductor del médulo 13 de rapamicina con regiones flanqueantes a partir del
moédulo 11 de rapamicina. En este ejemplo, se clona el bucle del médulo 13 de rapamicina a partir de
pKC1139WMBO02-137 como un fragmento de Bglll/Nhel. Este es el fragmento idéntico que puede obtenerse a partir
de pPF137, o pJLK120 o llevando a cabo una reaccion PCR equivalente usando las secuencias de oligonuclettidos
proporcionadas y ADN gendmico y clonandolo en un vector adecuado tal como pUC18 o pUC19.

El bucle reductor de sangliferina del médulo 6 se obtiene tal como sigue: Se usan los oligonucle6tidos MGo019
(SEQ ID NO: 13) y MG0020 (SEQ ID NO: 14) para amplificar un fragmento de ADN de 3176 pb (SEQ ID NO: 15) en
una reaccion PCR convencional usando ADN polimerasa KOD Hot Start y la fraccion de 5 kb - 6 kb de ADN
gendmico digerido con AlwNI de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (BIOT-4370) como molde. Esta fraccion
contiene el fragmento de AlwNI de 5402 pb de la agrupacién génica de sangliferina (aproximadamente desde 56578
pb - 61979 pb en el nimero de registro de Genbank de secuencia publicada FJ809786.1). Alternativamente, se usa
ADN gendmico no digerido de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (BIOT-4370) como molde. Se obtiene ADN
gendmico usando el kit de purificacion de ADN gendmico bacteriano de Edge BioSystems (Edge BioSystems, 201
Perry Parkway, Suite 5, Gaithersburg, MD 20877, EE.UU.). Se disefia una extensiéon en 5’ en cada oligonucleétido
para introducir sitios de restriccién para facilitar la clonacién del fragmento amplificado en marco con las regiones
flanqueantes. El producto de PCR de 3176 pb (SEQ ID NO: 15) contiene el bucle reductor del médulo 6 de
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sangliferina (aproximadamente desde 57166 pb - 60326 pb en el nimero de registro de Genbank de secuencia
publicada FJ809786.1). Se clona el producto de PCR de 3176 pb (SEQ ID NO: 15) en pUC19 (New England Biolabs)
que se ha linealizado con Smal y desfosforilado, dando como resultado el plasmido pMGo0127.

MGo019 5"CCGTAGATCTGCCCACCTACGCCTTCCAGCGCG
BglIlI
(SEQ ID NO: 13)
MGo020 57" TCCGGCTAGCCGTTGGGGCAGCGCGG
Nhel

(SEQ ID NO: 14)

pKC1139WMBO02-137 y pMGo0127 se digieren cada uno con Nhel y Bg/ll para aislar el bucle reductor del médulo 13
de rapamicina y el bucle reductor del médulo 6 de sangliferina. Se clona cada bucle en pMGo0130 digerido con Nhel
y Bglll. Se analizan los pladsmidos que contienen insertos mediante analisis con enzimas de restriccion, un plasmido
correcto que contiene el bucle reductor del médulo 13 de rapamicina se designa pMGo0132 y un plasmido correcto
gue contiene el bucle reductor del modulo 6 de sangliferina se designa pMGo0133.

pMGo0132 y pMGo0133 contienen cada uno un inserto de ADN apropiado para efectuar un cambio de bucles
reductores en el médulo 12 de sangliferina mediante recombinacién doble. Se clona cada inserto como un fragmento
de EcoRI/HindIll en pKC1139 digerido con EcoRI y Hindlll para proporcionar funciones de plasmido adecuadas para
la transformacion de Streptomyces sp. y la selecciébn de transformantes asi como un origen sensible a la
temperatura. Se analizan los plasmidos que contienen insertos mediante andlisis con enzimas de restriccion, un
plasmido correcto que contiene el fragmento con el bucle reductor del mddulo 13 de rapamicina se designa
pMGo0136 y un plasmido correcto que contiene el fragmento con el bucle reductor del médulo 6 de sangliferina se
designa pMGo0137.

23.4 Conjugacion de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) (BIOT-4370) y modificacién por ingenieria genética
de un cambio de bucles reductores en el médulo 12 de sangliferina.

Se transforman los plasmidos pMGo0136 y pMG0137 en E. coli ET12567 pUZ8002 usando técnicas convencionales y
se seleccionan en placas con 2TY que contienen apramicina (50 pg/ml), kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol
(12,5 ug/ml). Se usan las cepas resultantes para inocular 3 ml de 2TY liquido que contiene apramicina (50 ug/ml),
kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol (12,5 mug/ml) y se incubaron durante la noche a 37°C, 250 rpm. Se usan 0,8
ml de cada cultivo para inocular 10 ml de 2TY liquido que contiene apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 pg/ml) y
cloranfenicol (12,5 pg/ml) en un tubo Falcon de 50 ml y se incuba a 37°C, 250 rpm hasta que se alcanza una
DOeoo nm ~0,5. Se centrifugan los cultivos resultantes a 3500 rpm durante 10 min a 4°C, se lavan dos veces con
10 ml de medio 2TY usando centrifugacién para sedimentar las células tras cada lavado. Se resuspenden los
sedimentos resultantes en 0,5 ml de 2TY y se mantienen en hielo listos para su uso. Este procedimiento se
sincroniza para coincidir con la finalizacién de la preparacion de esporas de Streptomyces descrita a continuacion.

Se recogen 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% vy dividiendo por igual entre 2 tubos Eppendorf.
Alternativamente, se usan ~1,5 ml de una suspensién de esporas crioconservada preparada del mismo modo. Se
centrifugan las esporas (6000 rpm, 5 min, temperatura ambiente) y se lavan dos veces con 1 ml de tampo6n TES 50
mM antes de resuspender en 0,5 ml de tamp6n TES 50 mM. Se somete este tubo a choque térmico a 50°C durante
10 min en un bafio de agua antes de afiadir 0,5 ml de medio TSB e incubar en un termomezclador Eppendorf
compacto a 37°C durante 4-5 horas.

Se mezclan cada una de las E. coli ET12567 pUZ8002 pMGo0136 y E. coli ET12567 pUZ8002 pMGo0137 preparadas
con BIOT-4370 a razones 1:1 (100 ul cada cepa) y 1:3 (100 ul de E. coli + 300 pul de BIOT-4370) y se extienden
inmediatamente sobre placas R6 y se transfieren a un incubador a 37°C. Tras aproximadamente 2 horas de
incubacién, se recubren estas placas con 2 ml de agua estéril que contiene acido nalidixico para dar una
concentracion final en la placa de 50 ug/l. Se devuelven las placas al incubador a 37°C durante la noche antes del
recubrimiento con 2 ml de agua estéril que contiene apramicina para dar una concentracion final en la placa de 20-
25 ugl/l. Alternativamente, se incuban inicialmente las placas durante 16-18 horas, luego se recubren con la
disolucién de acido nalidixico y se permite que se sequen durante 1-2 horas antes de recubrirse con la disolucion de
apramicina. Aparecen colonias exconjugantes tras ~4-7 dias y se disponen en parches sobre medios ISP4 que
contienen apramicina (25 pg/l) y acido nalidixico (50 mg/l) y se incuban a 37°C. La incubacién a 37°C en presencia
de apramicina debe garantizar que se produce la integracion del plasmido, puesto que el origen sensible a la
temperatura no funciona a esta temperatura. La integracion debe producirse en una de las regiones flanqueantes en
las que hay homologia entre el genoma y el inserto de plasmido. Una vez que se observa un crecimiento micelial
adecuado, vuelven a disponerse las cepas en parches en medios ISP4 que contienen apramicina (25 ug/l) a 37°C y
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se permite que esporulen. Entonces se subcultivan las cepas tres veces (para promover la eliminacién del plasmido
sensible a la temperatura) disponiendo en parches en ISP4 (sin antibiético) e incubando a 37°C durante 3-4 dias
cada vez. Finalmente se disponen en parches las cepas sobre ISP4 y se incuban a 28°C para permitir la
esporulacion (5-7 dias). Se recogen las esporas y se diluyen en serie sobre placas con ISP4 a 28°C para permitir la
seleccion de colonias individuales. Se disponen en parches por duplicado las colonias individuales esporuladas en
placas con ISP4 con y sin apramicina (25 pg/l) para identificar colonias que pierden el plasmido y se permite que
crezcan ~7 dias antes de someterlas a prueba para detectar la produccion de sangliferinas y analogos de
sangliferina. Las cepas seleccionadas para el andlisis son las que no crecen en presencia de apramicina, lo que
indica la pérdida del marcador de resistencia de manera deseable mediante recombinacion secundaria.

24.5 Examen de cepas para detectar la produccién de sangliferinas y analogos de sangliferina en tubos Falcon

Se usa un Unico tapén de agar de ~7 mm de cada parche bien esporulado para inocular 7 ml de medios SM25-3
estériles y se incuba a 27°C, 200 rpm en un agitador con un desplazamiento vertical de 2 pulgadas. Tras 48 horas de
crecimiento, se transfieren 0,7 ml de cada cultivo a un tubo Falcon esterilizado que contiene 7 ml de medios SGP6
(Nutrisoy 30 g/l (harina de soja tostada), glicerol 60 g/l, MOPS 21 g/I; pH 6,8) con resina HP20 al 5%. Se hacen
crecer los cultivos a 24°C, 300 rpm en un incubador con agitacion con un desplazamiento vertical de 1 pulgada
durante 5 dias antes de la recogida. Se retiran 0,8 ml de cada cultivo bacteriano y se afladen alicuotas a un tubo
Eppendorf de 2 ml asegurandose que se produce la dispersion adecuada de la resina por todo el cultivo antes de
afiadir las en alicuotas. Se afiaden 0,8 ml de acetonitrilo y 15 ul de &cido formico y se mezcla el tubo durante 30 min.
Se clarifica la mezcla mediante centrifugacion y se retiran 150 ul del extracto en un vial de HPLC y se analizan
mediante HPLC.

24.6 Andlisis de cepas para determinar la reversion al tipo natural o el cambio del bucle del médulo 12.

Se analizan los extractos de cepas mediante HPLC. Las cepas que producen sangliferina A y B no se analizan
adicionalmente ya que este resultado indica reversion al tipo natural. Se continlia con las cepas que carecen de
produccién de sangliferina A y B y que muestran picos consecuentes con la produccion de 17-desoxi-sangliferina Ay
17-desoxi-sangliferina B.

Ejemplo 25 - Aislamiento de 17-desoxi-sangliferina A y generacion de derivados semisintéticos.

Se hace crecer entonces una cepa que produce 17-desoxi-sangliferina A y/o B usando un método similar al descrito
en el ejemplo 1, se aisla el compuesto usando un método similar al descrito en el ejemplo 2, y se genera el aldehido
usando un método similar al descrito en el ejemplo 3. Entonces se usa esto como molde para la semisintesis tal
como se describe para generar compuestos de féormula 1.

Ejemplo 26 - Sintesis de 144

Sintesis del producto intermedio 146

O (0] (0]
PO(OE).
H H —_

145 146
Se agité una mezcla de N-metilcloroacetamida (145, 200 mg, 1,87 mmol) y fosfito de trietilo (0,67 ml, 3,74 mmol) a
130°C durante 8 h. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta temperatura ambiente y se purific6 mediante HPLC prep.
para dar el producto intermedio 146 (60 mg, 15%) como un aceite incoloro.

Sintesis de 147
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CH,, Cs,CO,

Acetona, ta,
durante la noche

HO O

8 147

Se afiadié CHsl (13,5 ul, 0,203 mmol) a una disolucién en acetona (4,0 ml) con agitacion de 8 (50 mg, 0,068 mmol) y
Cs,COs3 (75 mg, 0,203 mmol) a temperatura ambiente. Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante la noche
y se concentrd a vacio. Se extrajo el residuo con acetato de etilo y se lavé con agua. Se secaron las fases organicas
con NazSOq, se filtraron y se evaporaron, se purifico el residuo mediante CCF prep. (acetona/petréleo=1,2/1) para
conseguir 22 mg de 147 (puro al 86%) que se usaron directamente para la siguiente etapa.

Sintesis de 144

O O

e\

THF, NaH, ta, 1h

147 144

A una suspension de NaH (1,052 mg, 0,044 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) se le afiadié gota a gota una disolucion
de 146 (24,5 mg, 0,117 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) bajo atmdsfera de N a -3°C con agitacion. Entonces se agito
la disolucidn a temperatura ambiente hasta que se volvid transparente. Se afiadié gota a gota una disolucion de 147
(22 mg) en THF anhidro (0,6 ml) a la disolucidn transparente y se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se extinguio la mezcla con agua y se evapor6 el THF a presién reducida. Se extrajo el residuo con acetato
de etilo. Se lavo la fase organica con salmuera, luego se secé. Se elimind el disolvente a vacio y se purifico el
residuo mediante CCF preparativa (acetona/petroleo=1,3/1) para obtener 12 mg de 144 en bruto que se purifico de
nuevo+mediante HPLC preparativa para producir el producto como un sélido blanco (5 mg, 20%). CL-EM: 808
[M+H]".
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gatcgcegee
gctgegegec
gcccgaggceg
caacgggccc
cgcctgggag
ccegecacgtce
cceggecgag
cgacgcecggce
gcgcgecetg
gctecggegte
ccgecgegac
cggcgececcee

gccctegage

geetgegteg
aaggccctgce
gaggtccgeg
gccaccgtgg
gccgagggcyg
gccgaggtge
gtgaccttcc
tactggtacce
gagcagggcc
cagcagaccg
cagggcgacce
gtcgactggg

gc

gctctcgagg cggcetagect cectgeeega ggeceg

<210>3
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 3

agaaagcttc ggcceggteg gegecctggg cc

<210>4
<211> 1995
<212> ADN

<213> Streptomyces sp.

<400> 4

gctectegagg cggctagect cectgeeccga ggeceggecge cggegggecg tcaccgaact
ggtcegegag cacgcecgeceyg cegtcocctecgg ccacgacteg ccegeegege tceccecegecga
cegegecttc cgggacgteg gettegactc catcaccegeg gtcgagetge gecaaccgget

ccgeteggee accggectgg ccctgecege caccctegte ttecgaccace cgtegeccac

71

ccggegecct
tcogegetcege
cceggetega
tggtctecegg

tcegggtgeg
aggaccgcecet
tgtccacget
gcaacctgceg
accgegtgtt
ccgaggcecat
tgctecgett

ccgecgaact

35

32

gtcecctggag
cggccgegge
cagccggcec
cgagacggce
ccgecatcccece
cgccgecgac
caccggggaa
cgagcaggtc
catcgaggtc
ggacgtgccc
ccgcaccegeg

cgccccgtac

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2072

60
120
180

240



cgegetggec
gcecgecgec
ccgctacgec
ggacgeggtg
cgaccccgac
cggcttegac
gcagcggcetg
cggectgege
cagccgcgge
tgtgatctce
caccgcctge
cgagagcgac
cggettctee
cgecgacgge
ggccegegec
cggcgectce
cgcgctegece
cggcacccege
ccgcgecgaa
gtceggegeg
cacgctccac
gctgaécgag
gttcggecetg
ccacccggcece
aggcgaggac
cggcegtace
ccgeeccegac
cgaccaccgce
cgtcgecgece
gggccgaage
<210>5

<211> 25
<212> ADN

ggeccacctge
cgcgecgecg
ggcggegteg
ggcegecetge
gceecgeggte
gcegecttcet
ctcctggaag
ggctegegeg
cctggcgeeg
ggccggatcet
tcgtecegecece
atggcectgg
gcgecagegeg
accggtecteg
cagggccace
aacggactca
gacgcceggge
ctcggegace
ccgetcetgge
gccggegtga
gtggaccgge
gceegggact
tccggcacca
cccgaaccgg
gcececgegga
cgggacgcce
gccecgeccgg
gcegtggtge
ggcacceeeg

tttct
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tcgegetege
acgatgacga
cctcececegga
ccaccgacceg
gcagctacgt
teggecatcege
ccgectggga
tcggegtett
gcggctccga
cctacacctt
tggtegeect
ccggeggegt
geetgteegg
ccgagggcegt
gcegtectege
ccgeccceag
tgcggceege
cgatcgaggce
tcggcteggt
tcaagaccgt
ccaccaccca
ggccggecgt
acgcgcacgt
ccccgggega
ccgcgeccga
tgcgegecca
ccgacgtcegg
tcggcgeega

accccgeggt

cttegacacce
cgacccgate
cgagctgtgg
tggctgggac
ccgccaaggg
cccggeggag
ggcgttegag
cgcecggegee
cggacagctg
cggtttecgag
ccacctggec
cgcgctcatg
cgacggccge
cggactgcetg
cctcegtacge
cggacccgcece
cgacgtcgac
ccaggecectg
gaagtccaac
gcaggcgctg
ggtcgactgg
ggaccggcct
gatcctcgaa
ggactcccac
gcccgcegegyg
ggcggcgegg
ctggaccctc
cegegecgag

cgecgacggce

72

gccgcggcgg
gccgtcgtcg
cggctegteg
ctcgactege
gcecttectceca
gcccgggeca
cacgccggca
aacgtcggcg
ctcaccggca
gggccggecyg
tgceggtegg
tecageeccgg
tgcaaggcct
ctggtggaac
ggctcggega
cagcagcgcg
gcegtggagg
ctcgecacct
atcggecact
cggcacggee
accgcecggeg
cggcgggcecyg
caggccceccg
ccgaccceceg
ccegtggtgt
ctgcgeacce
gcggecggte
ctgetgcegeg

gcggeccagyg

acctcgecge
gcctcagetg
tggccggtca
tctacgacte
ccgacceccge
ccgaccegea
tcgacgccac
actacgectc
acgtccccag
tcaccgtgga
tgcgeggegg
ccgecectgat
tcgecegacge
gcctceteceg
tcaaccagga
tcatcaccge
cccatggecac
acggacagga
cccaggcege
tgctgcecge
cegtegaggt
cegtgtcgge
ccgaagacgce
aaacggccec
ggccggtgea
acctggagac
gggcegtgtt
gactcgacge

gcgccgagec

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1995
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25

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

gctctcgagg cggcetagcect cectg

<210> 6
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

ES 2541 853 T3

25

aaaaagctlg cggggicggg ggtgeeggeg gegac

<210>7

<211> 1956

<212> ADN

<213> Streptomyces sp.

<400> 7

73

35



getectegagg
ggtccgegag
ccgcgectte
cegeteggee
cgecgetggece
geccgecgece
ccgctacgee
ggacgeggtg
cgaccceccgac
cggcttcgac
gcagcggetg
cggectgege
cagccgeggce
tgtgatctcce
caccgectge
cgagagcgac
cggcttctee
cgecgacggce
ggcccgegec

cggcgectee

cggctagect
cacgcecgeeg
cgggacgtcg
accggcctgg
ggccacctge
cgcgccgecg
ggcggcgtcg
ggcegccetge
gceegeggte
gcecgecttet
ctcetggaag
ggctegegeg
cctggcgeeg
ggccggatct
tegteegece
atggcectgg
gcgceagegeg
accggtcteg
cagggccacc

aacggactca
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ccctgeccga
ccgtectegg
gcttcgacte
ccctgeccege
tegegetege
acgatgacga
ccteccegga
ccaccgaccyg
gcagctacgt
tecggcatcge
ccgeetggga
teggegtett
gcggctcecga
cctacacctt
tggtcgecct
ccggeggegt
gecetgtecgg
ccgagggcgt
gegtectege

cegeccccag

ggccggccge
ccacgactceg
catcaccgcg
caccctegte
cttcgacacc
cgacccgate
cgagctgtgg
tggctgggac
ccgccaaggg
cccggcggag
ggcgttcgag
cgceggegec
cggacagcetg
cggtttcgag
ccacctggee
cgcegetcatg
cgacggcege
cggactgcetg
cctegtacge

cggacccgec

74

cggcgggecg
cccgecgege
gtecgagetge
ttecgaccace
gcegeggegg
gcegtcgteg
cggctcgtceg
ctegactege
gccttectea
gcccgggeca
cacgccggca
aacgtcggcg
ctcacecggca
gggccggcecg
tgccggtegg
tccageecegg
tgcaaggcect
ctggtggaac
ggctcggcega

cagcagcgeg

tcaccgaact
tcececgecga
gcaaccggct
cgtegeccac
acctcgecge
gcctcagetg
tggccggtca
tctacgactce
ccgacceege
ccgacccgea
tcgacgccac
actacgccte
acgtcceccag
tcaccgtgga
tgecgeggcgg
ccgeccctgat
tcgccgacgc
gccteteeeqg
tcaaccagga

tcatcaccge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200
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35

cgcgetegee
cggcaccege
ccgcgecgaa
gtcecggegeg
cacgctcecac
gctgaccgag
gtteggcctg
ccacccggec
aggcgaggac
cggecgtace
ccgcecccgac
cgaccaccgce
cgtegeegee
<210> 8
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

gacgccggge
ctecggcgace
ccgetcectgge
gccggegtga
gtggaccgge
gcccgggact
tceggcacca
cccgaaccgg
gccecgegga
cgggacgccc
gcccgecegg

gcegtggtge

ggcacceeeg
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tgeggeccge
cgatcgagge
tcggcteggt
tcaagaccgt
ccaccaccca
ggecggecgt
acgcgcacgt
ccecegggega
ccgegeccga
tgecgegecca
ccgacgtegg
tcggegeega

accccgcaag

taagatcttc cgacctacgc cticcaac

<210>9
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>9

taatgcatcg acctcgtige gtgecgeggt

<210> 10
<211> 122
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

ctaggeeggg cecggactggt agatetgect acgtatcett tccagggecaa geggttetgg

ctgcagcegg accgcactag tcetcegtgac gagggagatg catcgagect gagggaccgg

tt

<210> 11

cgacgtcgac
ccaggceectg
gaagtccaac
gcaggegetg
ggtcgactgg
ggaccggcct
gatcctcgaa
ggactcccac
gccegegegg
ggcggcgcgg
ctggacccte
cecgcgecgag

ctettt

28

75

30

gccgtggagg
ctcgeccacct
atcggccact
cggcacggcc
accgecggeg
cggcgggecg
caggcccccg
ccgacccceg
ccegtggtgt
ctgcgecacce
gcggeeggtce

ctgctgegeg

cccatggcecac
acggacagga
cccaggccge
tgctgececge
ccgtegaggt
ccgtgtegge
ccgaagacgce
aaacggcccce
ggccggtgea
acctggagac

gggcegtgtt

gactcgacgc

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1956

60

120
122
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<211>118
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
aaccggtcece tcaggctcga tgcatctccee tegtcacgag gactagtgeg gtecggetge

agccagaace gcttgcectg gaaaggatac gtaggcagat ctaccagtcc ggeccgge

<210> 12
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12

tagctageeg ggegcetcagg ggetgegage cgacct 36

<210> 13
<211>33
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
ccgtagatct gcccacctac gecttccage geg 33

<210> 14
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14

tccggcetagce cgttggggea gegegg 26
<210> 15

<211> 3176

<212> ADN

<213> Streptomyces sp.

<400> 15
ccgtagatct geccacctac gecttccage gecgagcacta ctggcectgece gtegactecg

gcgecggeac ggccceggece gggcaccccee tgetgtceccge cgeggtegac ctgecggacg

gcggectegt actcaceggg cggetetege cegeegegeg cccctggete geccagcaca

76

60

118

60
120

180



ccgtgegegy
ccggccaggce
ccgeegagygg
gcgegatege
ccctgggcega
gcceccgecga
ccgectacca
tcgecgagge
cgctgcectgga
acggcggact
teccgegeeeg
ccgacgggct
cggtgcccga
ccegecgect
gcgecgeccet
ccgaccecgg
cccteoegtga
gcgeectege
tggtgcggtce
ccgacgecte
tgeggteecgg
tgcecegacgg
cegtgecgea
tcggegtcac
cgctcggeat
ccccecggega
accggcgegt
ccteegegtt
agcgggtget
ggctgctggg
cggccggtet
teeccggagat

gactgctceg

cagcgccctg
ggcecgegece
cgeccgtggag
cctgoacacce
ggtgcccgge
cctecgeegec
gggectecgt
cgaactgccce
cgccgtectg
cecgttegee
gctcetcecegg
gccagtggcec
cgcectcette
cgcgetgete
cgeecgacgee
cgeggeccec
cgtecctggee
gctgtccgec
cgcccagace
ggcccgegec
cgceggtcage
cggctggege
ccccgacgceg
cttecgggac
cgaggcggcyg
ccgggtgtte
gctcgegece
ccteacegece
ggtgcacgcg
cgccgaggtg
ggacgaggcg
ggacgtcgtg

tcecggegga
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ctgceceggea
ggcgtcgecg
gtgcgegtca
cgcgecggeg
gagcccacgg
ctgtacggcg
gecegectgge
gcggecgtec
cacgccatcg
tggaccgggyg
gccggegeag
gccateggcet
gagaccgcct
ggcgccgaca
acggaccget
gtcaccgaga
gacgaggaga
gaggagtccc
gagcaccceg
ctgeeccgeeg
gcacccegge
ctgeggeceg
ccgetegecyg
gtcctcageg
ggcgtggtga
ggactgectge
gtccececgacg
tggttegege
gcggeeggtyg
tatgcgacgg
cgtgtggegt
ctgaactcce

cggttegtgg

ccgeectget
aactgatcct
cegteggege
acggcgactg
ccgecggege
ggctggccga
ggcgeggega
ccgacgcega
gcgtgggegy
tacgggtctt
aaggcgecct
ccectgegget
ggacgcctgt
ccgeectege
ccgecgaggt
cccaccggge
gcaccgeccg
cggacccggce
accggatcgt
cgcetgacctg
tcacccgege
gcgccacegg
acggcgaggt
tgcteggecet
ccgggaccgg
ccggetecat
gctggggctt
tgcgegatgt
gtgtgggcat
cgagtccecgg
cgtegeggga
tcacgggtga

aactcggcaa

77

ggacctggee
cgaagcccec
cgeccgggace
gacccggeac
ctggcecgeec
cgeecggette
aggcccggcg
ccgetgecece
gctgatcacc
cgcccccegge
cgccgtcegac
gcgcccgeece
cgagcagggc
ggecggecte
gctegtectyg
gaccgccgec
cctcgeegtg
cgcccgegcee
cctcgecgac
cggggaaccg
cggcgecgac
caccgtcgac
acgggtcgcc
ctaccccggg
cceeggegtyg
gggctcectec
cacccgggec
ggcegggatg
ggccgeggtg
caagcatggg
cacggagttc
gttcgtggac

gaccgacctg

ctcgecgegg
ctegtgetge
gacggcegcee
gccaccggag
ccggatgcece
ggctacggge
gccgaggtgt
gtacacccgg
gacccggcgce
gcccgggcegg
ctgttcgacg
gccgctececg
acggccccgg
accgeggecg
ccgatcgtea
gtcctgacgg
gtcaccegeg
gtctggggte
ctggacgecg
cagctcgecg
gcgctggtece
ggcatgacgg
gtccgegegg
gcaccccage
agcgacctcg
gccgtcgeeg
gccecteggtge
cgggcggggg
cagggtggege
gtgctgeggg
gcgcagcggt
gegtegetge

cgcaccgaca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
i980
2040
2100

2160



ccgecggeat
agatgctcac
gcagcatgcce
ccgggaagct
gcaccggege
acctggtgcet
ccggcgcecyg
tgctegegga
acggcacgct
acgccgecetg
tctectegge
ccgeecctgga
cctgggggce
ccaggatgac
acgccgcectg
tcaccgeccg

gccececgeecg

cacctaccegg
cgaactcctg
catgggccgce
cgtectcace
cctecggegge
cgtcggacga
ggtcegegtg
catcgagccg
cacctcgetg
gcacctgcac
ggccggcacg
cgcgcectegee
gtgggccgee
ccgggccggce
ccgcaccegga
caccggcgec

cgacgacgec
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gcegtegacce
gaccgectcg
gcccgegagg
accgcccegt
ctecgtggecc
cagggcgcecyg
gcggcctgeg
cccctgaccg
acccccgaac
gaactcaccg
tteggegeee
gagcaccgcce
gagagcgcca
gtccggecece
gceggcegece
cecgcaccegce

gacacccagce

tcgeggacge
cggccggcega
cgttcegett
acggcgacgg
ggcacctegt
agcccceccegt
acgtgtccga
cggtggtgea
ggctcgeege
aggacaggga
ccggecaggg
gctccegegg
tgaccggegg
tggcegecac
tcgeegeget
tgctgegega

ccgegcetgee

78

cggccccgac
cctegeccace
catggcccag
caccgtcecte
caccgaacac
caccgccgaa
ccgggccgcg
cgcggcegge
cgtactgege
cctgteecgee
caactacgcce
cctgeceecgee
cetcageage
cgaggcactc
ccgtcetegac
cectggtecge

ccaacggcta

cgcatccagg
ctgeecgtee
gcccggcaca
gtcaccggceg
ggcatccgeg
ctgegegeceg
ctegecgege
gtcctcegacyg
ccgaaggccg
ttcgtgetgt
gccgecaacg
gtctcecteg
ggcgaccgeg
gcecgtgeteg
accgeggege
cgtccggeeg

gccgga

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3176



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2541 853 T3

REIVINDICACIONES

Compuesto segun la férmula () a continuacion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

RO

(1)

en la que:

R1 y R2 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo,
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilarilo o alquenilheteroarilo pudiendo estar cualquiera de estos grupos opcionalmente sustituido con
arilo monociclico o heteroarilo monociclico;

0 R; y/o R, representa hidrogeno;

y en la que uno o mas atomos de carbono de R y/o Rz que no forman parte de un grupo arilo o heteroarilo
estan reemplazados opcionalmente por un heteroatomo seleccionado de O, N y S(O), en el que p
representa 0, 1 6 2 y en la que uno o mas atomos de carbono de Ri: y/o R, estan reemplazados
opcionalmente por carbonilo;

0 R1 y Rz se unen para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de
nitrégeno mostrado y en la que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan reemplazados
opcionalmente por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0,1 6 2 y en la que
uno o més atomos de carbono de dicho anillo estdn reemplazados opcionalmente por carbonilo y pudiendo
estar el anillo heterociclico opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo R: y/o R, pueden estar opcionalmente sustituidos
por uno 0 méas atomos de halégeno;

R3 representa H o -(CO)x-alquilo;
R4 representa H u OH;
Rs representa H, OH u =0O;

n representa un enlace sencillo o doble con la salvedad de que cuando n representa un doble enlace R4
representa H;

m representa un enlace sencillo o doble con la salvedad de que cuando m representa un doble enlace Rs
representa H; y

X representa 0 6 1;
incluyendo cualquier tautdmero del mismo; o un isémero 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 de los grupos ceto en C-53, si esta presente, e hidroxilo en C-15 y metanol.

Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R1 y Rz representan independientemente alquilo, alquenilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo,
arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o alquenilheteroarilo pudiendo estar cualquiera de
estos grupos opcionalmente sustituido con arilo monociclico o heteroarilo monociclico;

o R1 y/o Rz representa hidrégeno; y en el que uno o mas atomos de carbono de Ri y/o R2 que no forman
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parte de un grupo arilo o heteroarilo estan reemplazados opcionalmente por un heteroatomo seleccionado
de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en el que uno o més atomos de carbono de R; y/o Rz
estan reemplazados opcionalmente por carbonilo;

0 R1 y Rz se unen para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de
nitrégeno mostrado y en el que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan reemplazados
opcionalmente por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2y en el que
uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan reemplazados opcionalmente por carbonilo y pudiendo
estar el anillo heterociclico opcionalmente condensado con un anillo de arilo o heteroarilo.

Compuesto segun la reivindicacién 2, en el que R; representa arilo o heteroarilo sustituido con arilo
monociclico o heteroarilo monociclico, -alquilo Ci.4, -O-alquilo Ci.4, -CO-alquilo C;-4 0 -alquenilo Cy.4.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que R representa hidrogeno, alquilo
Ci1.4 0 alquenilo Cy.4.

Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que Ri y Rz junto con el nitrégeno al que estan unidos
representan un anillo heterociclico de 5-7 miembros, tal como un anillo de pirrolidina, piperidina, morfolina o
piperazina en el que el nitrégeno en 4 de piperazina estd opcionalmente sustituido con alquilo C1.4 y en el
que un atomo de carbono adyacente a un atomo de nitrdgeno dentro del anillo estd opcionalmente
reemplazado con carbonilo.

Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que, independientemente o en
cualquier combinacion:

R3 representa H o (CO)x-alquilo C1.4, en el que x es tal como se define en la reivindicacion 1;

n representa un enlace sencillo;

m representa un enlace sencillo;

R4 representa OH; y

Rs representa =0O.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que x representa 0.

Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

R, representa OCHs, R, representa Me, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace

sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

HO

‘o
R1 representa etilo, R, representa etilo, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo,

m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:
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’0

R1 representa -CHMe;, R» representa H, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

"0

R, representa metilo, R, representa H, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo,
10 m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

' 0
15 R: representa metilo, R, representa H, Rs; representa Me, R4 representa OH, n representa un enlace

sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:
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' o

R; representa -CH,CH=CH,, R, representa H, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

"o

R, representa metilo, R, representa metilo, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
10 sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

HO

)
15 R representa -CH>CHMe», R» representa -CH,CHMe», R3 representa H, Rs representa OH, n representa un

enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la
siguiente estructura:
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HO
)
R1 representa OCHs, R, representa Me, Rs; representa H, R4 representa OH, n representa un enlace

sencillo, m representa un doble enlace y Rs representa H tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

' 0

R1 representa OCHs, R; representa Me, R; representa H, R4 representa H, n representa un doble enlace, m
10 representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:

' 0
R:1 y Rz juntos representan -CH,CH,OCH,CH,- conectado en un heterociclo de 6 miembros, Rz representa

15 H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O
tal como se representa mediante la siguiente estructura:
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' 0

Ri1 representa 4-bifenililo, R representa H, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

o
R1 representa ciclohexilo, R, representa Me, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace

10 sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

' o
15 R:1 y Rz juntos representan -OCH,CH,CH>CH,- conectado en un heterociclo de 6 miembros, Rz representa

H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal
como se representa mediante la siguiente estructura:
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>0

R: representa 2-piridinilo, R» representa H, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

0

R, representa ciclohexilo, R, representa H, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
10 sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

s 0
15 R, representa OCHs, R, representa Me, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace

sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa OH tal como se representa mediante la siguiente
estructura:
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' o

R; representa OCHs, R> representa Me, R; representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo,
m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

' 0

R1 representa etilo, R, representa etilo, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo,
10 m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

HO
' 0
15 R: representa -CHMe;, R, representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo,
m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente

estructura:
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NH O HN

A
H

R1 representa metilo, R, representa H, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente estructura:

HO

"o

10

R1 representa metilo, R, representa H, R3 representa Me, R4 representa H, n representa un enlace sencillo,
m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
10 estructura:

MeO

"0
R, representa -CH,CH=CH;, R, representa H, Rz representa H, R4 representa H, n representa un enlace

15 sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:
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HO
' 0
R1 representa metilo, R, representa metilo, R; representa H, R4 representa H, n representa un enlace

sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

HO
' o
R representa -CH,CHMe», R> representa -CH,CHMe», Rz representa H, R4 representa H, n representa un

10 enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la
siguiente estructura:

' o

15 R: representa OCHs, R, representa Me, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo,
m representa un doble enlace y Rs representa H tal como se representa mediante la siguiente estructura:

88



10

15

ES 2541 853 T3

NHO(Q HN

ne

R1 y Rz juntos representan -CH,CH,OCH,CH- conectado en un heterociclo de 6 miembros, Rs representa
H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal
como se representa mediante la siguiente estructura:

Z-

HO

o

"o

Ri1 representa 4-bifenililo, R, representa H, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa mediante la siguiente
estructura:

HO

' 0
R, representa ciclohexilo, R, representa Me, Rz representa H, R4 representa H, n representa un enlace

sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
estructura:
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' o

Ri1 representa ciclohexilo, R, representa H, R; representa H, R4 representa H, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa mediante la siguiente
5 estructura:

' 0

R:1 y Rz juntos representan -OCH,CH,CH>CH,- conectado en un heterociclo de 6 miembros, Rz representa
10 H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal
como se representa mediante la siguiente estructura:

' o

15 R representa 2-piridinilo, R representa H, Rz representa H, R4 representa H, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa mediante la siguiente

estructura:
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de uno cualquiera de los mismos; incluyendo cualquier tautbmero
de los mismos; o0 un isémero de los mismos 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 combinacion de
los grupos ceto en C-53 (si esta presente) e hidroxilo en C-15 y metanol.

Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs
representa =0 tal como se representa mediante la siguiente estructura:

HO

en la que R1o representa un grupo tal como se muestra en la siguiente tabla:
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de uno cualquiera de los mismos; incluyendo cualquier tautébmero
de los mismos; o un isémero de los mismos en el que el enlace C=C en C26, 27 mostrado como trans es
cis; e incluyendo un aducto de metanol de los mismos en el que se forma un cetal mediante la combinacion
de los grupos ceto en C-53, si esta presente, e hidroxilo en C-15 y metanol.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para su uso como producto farmacéutico.

Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9, junto con un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.
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Composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 11, que comprende
ademas un segundo principio activo o principio activo posterior.

Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para su uso en el tratamiento de infecciones
virales seleccionadas de VHC, VHB o VIH.

Procedimiento para preparar un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula Il

0 9
H1-N)J\/F{~0HE
A

ORg
2

féormula 1l

en la que R; y Rz son tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y Rg representa
alquilo C1.4 0 bencilo;

con un macrociclo aldehidico (compuesto de férmula Il1):

Rs0

formula Il

en la que Rs, R4, Rs, m y n son tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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GCCGAATTCCGCTGCAAGTCCTACTCCGCCGAGGCCGACGGCACCGGCTGGTCCGAGGGCGT
CGGCATGCTCCTCGTCGAACGGCTCGGCGACGCCGAACGGCTCGGCCACCCCGTCCTCGCCG
TGCTGCGCGGCTCAGCGGTCAACCAGGACGGTGCCAGCAGCGGCCTCACCACCCCCAACGGG
CCGGCCCAGCAGCGCGTCATCCGGCAGGCGCTCGCCGACGCCCGGCTCACCCCCGCCGACCT
GGACCTCGTGGAGGGCCACGGCACCGGCACCCCGCTCGGCGACCCGATCGAGGTGCAGGCCC
TGCTCGCCACCTACGGCCAGGACCGCGCCGAACCGCTCTGGCTGGGCTCGGTGAAGTCCAAC
ATCGGCCACACCCAGGCCGCCGCCGGCGTCGCCGGAGTCATCAAGGCCGTCCTGGCCCTCCG
GCACGGTGTACTGCCCGGCACCGCCCACCTGACCGAGCCGACCCCGCAGGTCGACTGGACCG
CCGGCGCCGTGGAACCGCTGCGGGAGACGCGCGCCTGGCCCGAGACCGGCAGGCCGCGCCGL
GCGGCCGTGTCCTCGTTCGGCATCAGCGGCACCAACGCCCACATCGTCCTGGAACAGGCCCC
CGCCCCCGCGGCGCCGCAGGCGGCCGGAGCCCAGGCGCCCGLCGGCGCCGCGGCCCGTCGGGA
ACCAGGCCACCGCCGCGCCGAGGTCCATGGAGGACCGGACCGCCGCCGCGCCTAGCGCCGGC
GGAGACCCGACCCTCACCGCGCCGGCCCCCTCCGCGCCCCGCCCCGLCCCCGLCGLecTece
CGTCCCGCTGTCCGCCGCGACCGAGCCCGGTGTCCGTGCCCAGGCCCTCCGGCTGGCCGCCC
ACCTCACCGAGCACCCCGAACTCGCCCCGCAGGACATCGCGTTCAGCGCCGCCACCACGCGC
GCCGCGCTGGCGTCCCGGGCCGTCGTGCTCGCCGACGACCGGGCCGGGCTGCTGGACGCCCT
CACCGCGCTGGCCGAGGGACGGCCCGGCCCCGCCGTCGTCACCGGCGCCGCCGCGGCCGGCG
CGCGCCGGATCACCTTCGTCTTCCCCGGCCAGGGCGCCCAGTGGGCCGGCATGGCCGTACCC
CTGCTGGAGACCTCGCCGGTGTTCGCGGCGAAGTGGGCCGAATGCGCCCGCGTGCTCGCCCC
CTGGGTGGACTGGTCGCCCGACGAGGCGCTGCGCTCACCGCAGGCACTGGAACGGGTCGACG
TCGTCCAGCCCGTGCTGTGGGCCGTCATGGTCAGCCTCGCCGAGCTGTGGCGGGCGGCGGGC
GTACGGCCCGACGCCGTACTCGGCCATTCGCAGGGCGAGATCGCCGCCGCCTGCGTCGCCGG
CGCCCTGTCCCTGGAGGACGGCGCCAAGGTCGTCGCGCTGCGCGCCAAGGCCCTGCTCGCGC
TCGCCGGCCGCGGCGGCATGCTCTCCGTCCCGCTGCCCGAGGCGGAGGTCCGCGCCCGGCTC
GACAGCCGGCCCGGCCTCGGCATCGCCGCCGTCAACGGGCCCGCCACCGTGGTGGTCTCCGG
CGAGACGGCCGCCCTCGACGAGGCCCAGGCCGCCTGGGAGGCCGAGGGCGTCCGGGTGCGCC
GCATCCCCGTCGACTACGCCTCCCACTCCCCGCACGTCGCCGAGGTGCAGGACCGCCTCGCC
GCCGACCTCGCCGGCATCGCCCCGCGCCCGGCCGAGGTGACCTTCCTGTCCACGCTCACCGG
GGAACCCTTCGACACCACCGGACTCGACGCCGGCTACTGGTACCGCAACCTGCGCGAGCAGG
TCCGCTTCGAGGCGGCCACCCGGCGCGCCCTGGAGCAGGGCCACCGCGTGTTCATCGAGGTC
GGCCCGCACCCCGTGCTCACGCTCGGCGTCCAGCAGACCGCCGAGGCCATGGACGTGCCCGC
CGAGGCGATCGCCACCCTCCGCCGCGACCAGGGCGACCTGCTCCGCTTCCGCACCGCGCTCG
CCGAGGCCGCCGTCCTCGGCGCCCCCGTCGACTGGGCCGCCGAACTCGCCCCGTACGCGLCC
CGCCGGGTAGATCTGCCCTCGAGCGC
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GCTCTCGAGGCGGCTAGCCTCCCTGCCCGAGGCCGGCCGCCGGCGGGCCGTCACCGAACTGG
TCCGCGAGCACGCCGCCEGCCGTCCTCGGCCACGACTCGCCCGCCGCGCTCCCCGCCGACCGL !
GCCTTCCGGGACGTCGGCTTCGACTCCATCACCGCGGTCGAGCTGCGCAACCGGCTCCGCTC
GGCCACCGGCCTGGCCCTGCCCGCCACCCTCGTCTTCGACCACCCGTCGCCCACCGCGCTGG
CCGGCCACCTGCTCGCGCTCGCCTTCGACACCGCCGCGGCGGACCTCGCCGCGCCCGLCGCC
CGCGCCGCCGACGATGACGACGACCCGATCGCCGTCGTCGGCCTCAGCTGCCGCTACGCCGG
CGGCGTCGCCTCCCCGGACGAGCTGTGGCGGCTCGTCGTGGCCGGTCAGGACGCGGTGGGCG
CCCTGCCCACCGACCGTGGCTGGGACCTCGACTCGCTCTACGACTCCGACCCCGACGCCCGC
GGTCGCAGCTACGTCCGCCAAGGGGCCTTCCTCACCGACCCCGCCGGCTTCGACGCCGCCTT
CTTCGGCATCGCCCCGGCGGAGGCCCGGGCCACCGACCCGCAGCAGCGGCTGCTCCTGGAAG
CCGCCTGGGAGGCGTTCGAGCACGCCGGCATCGACGCCACCGGCCTGCGCGGCTCGCGCGTC
GGCGTCTTCGCCGGCGCCAACGTCGGCGACTACGCCTCCAGCCGCGGCCCTGGCGCCGGCGG
CTCCGACGGACAGCTGCTCACCGGCAACGTCCCCAGTGTGATCTCCGGCCGGATCTCCTACA
CCTTCGGTTTCGAGGGGCCGGCCGTCACCGTGGACACCGCCTGCTCGTCCGCCCTGGTCGCC
CTCCACCTGGCCTGCCGGTCGGTGCGCGGCGGCGAGAGCGACATGGCCCTGGCCGGCGGCGT
CGCGCTCATGTCCAGCCCGGCCGCCCTGATCGGCTTCTCCGCGCAGCGCGGCCTGTCCGGCG
ACGGCCGCTGCAAGGCCTTCGCCGACGCCGCCGACGGCACCGGTCTCGCCGAGGGCGTCGGA
CTGCTGCTGGTGGAACGCCTCTCCCGGGCCCGCGCCCAGGGCCACCGCGTCCTCGCCCTCGT
ACGCGGCTCGGCGATCAACCAGGACGGCGCCTCCAACGGACTCACCGCCCCCAGCGGACCCG
CCCAGCAGCGCGTCATCACCGCCGCGCTCGCCGACGCCGGGCTGCGGCCCGCCGACGTCGAL
GCCGTGGAGGCCCATGGCACCGGCACCCGCCTCGGCGACCCGATCGAGGCCCAGGCCCTGCT
CGCCACCTACGGACAGGACCGCGCCGAACCGCTCTGGCTCGGCTCGGTGAAGTCCAACATCG
GCCACTCCCAGGCCGCGTCCGGCGCGGCCGGCGTGATCAAGACCGTGCAGGCGCTGCGGCAC
GGCCTGCTGCCCGCCACGCTCCACGTGGACCGGCCCACCACCCAGGTCGACTGGACCGCCGG
CGCCGTCGAGGTGCTGACCGAGGCCCGGGACTGGCCGGCCGTGGACCGGCCTCGGCGGGCCG
CCGTGTCGGCGTTCGGCCTGTCCGGCACCAACGCGCACGTGATCCTCGAACAGGCCCCCGCC
GAAGACGCCCACCCGGCCCCCGAACCGGCCCCGGGCGAGGACTCCCACCCGACCCCCGAAAL
GGCCCCAGGCGAGGACGCCCCGCGGACCGCGCCCGAGCCCGCGCGGCCCGTGGTGTGGCCGE
TGCACGGCCGTACCCGGGACGCCCTGCGCGCCCAGGCGGCGCGGCTGCGCACCCACCTGGAG
ACCCGCCCCGACGCCCGCCCGGCCGACGTCGGCTGGACCCTCGCGGCCGGTCGGGCCGTGTT
CGACCACCGCGCCGTGGTGCTCGGCGCCGACCGCGCCGAGCTGCTGCGCGGACTCGACGCCG
TCGCCGCCGGCACCCCCGACCCCGCGGTCGCCGACGGCGCGGCCCAGGGCGCCGAGCCGGGT
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