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DESCRIPCION
Forma de dosificacién novedosa
Introduccion

La presente invencion se refiere a formulaciones para aumentar la biodisponibilidad oral de sangliferinas, incluyendo
sangliferinas naturales (tales como sangliferina A, B, C y D) y sangliferinas no naturales, tales como sangamidas,
protegiendo el principio activo, por ejemplo, mediante recubrimiento entérico para reducir la degradacion acida en el
estomago. Se prevé que esto aumente la biodisponibilidad oral liberando material directamente en el compartimento
intestinal del sujeto, en el que las sangliferinas son menos propensas a la degradacién.

Antecedentes de la invencion
Sangliferinas

La sangliferina A (SfA), 5 y sus congéneres naturales pertenecen a una clase de péptidos no ribosémicos/policétidos
mixtos, producidos por Streptomyces sp. A92-308110 (también conocido como DSM 9954) (véanse los documentos
WO 97/02285 y WO 98/07743), que se descubrieron originalmente basandose en su alta afinidad por ciclofilina A
(CypA). SfA es el componente mas abundante en caldos de fermentacion y muestra una afinidad aproximadamente
20 veces superior por CyPA en comparacion con ciclosporina A (CsA), 1. Esto ha conducido a sugerir que las
sangliferinas pueden ser Utiles para el tratamiento de VHC (documento W02006/138507). También se ha mostrado
que las sangliferinas muestran un mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora en comparacién con CsA
(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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Biosintesis de sangliferinas

Las sangliferinas se producen mediante biosintesis por una policétido sintasa (PKS)/péptido no ribosémico sintetasa
(NRPS) mixta (véase el documento WO2010/034243). La estructura principal de macrélido de 22 miembros consiste
en una cadena de carbono de policétido y una cadena tripeptidica. La cadena peptidica consiste en un aminoacido
natural, valina, y dos aminoacidos no naturales: (S)-metatirosina y acido (S)-piperazico, unidos mediante un enlace
amida. Se piensa que la hidroxilaciéon de fenilalanina (o bien in situ en la NRPS o bien antes de la biosintesis) para
generar (S)-meta-tirosina se produce a través del producto génico de sfaA.

Sangliferinas semisintéticas

En la bibliografia se han descrito ejemplos de la generacion de derivados semisintéticos de sangliferinas naturales.
Estos incluyen sangamidas (Moss et al., 2011, documento WO2011/098809), analogos macrociclicos de éster de
sangliferina (documento WQ02011/098805) y analogos macrociclicos de cetona de sangliferina (documento
W02011/098808). Uno de los motivos mencionados para la generacion de andlogos ha sido mejorar la
biodisponibilidad oral. También se han descrito otros analogos en la bibliografia (por ejemplo Sedrani et al., 2003,
documento WO 2006/138507, Gaither et al., 2010).

Usos de sangliferinas
Accién inmunosupresora de sangliferinas

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 calcineurina, la
diana de CsA (Zenke et al. 2001), en vez de eso, su actividad inmunosupresora se ha atribuido a la inhibicién de
interleucina-6 (Hartel et al., 2005), interleucina-12 (Steinschulte et al., 2003) e inhibicién de la proliferacion de células
T dependiente de interleucina-2 (Zhang & Liu, 2001). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce la diana molecular y
el mecanismo mediante el cual SfA ejerce su efecto inmunosupresor.

La estructura molecular de SfA es compleja y se piensa que su interaccion con CyPA estd mediada en gran medida
por la parte macrociclica de la molécula. De hecho, un compuesto macrociclico (hidroximacrociclo, 6) derivado a
partir de escisién oxidativa de SfA ha mostrado una fuerte afinidad por CyPA (Sedrani et al., 2003). Datos de
estructura mediante cristalografia de rayos X han mostrado que el hidroximacrociclo se une al mismo sitio activo de
CyPA que CsA. También se ha mostrado anteriormente que andlogos basados en el resto de macrociclo de SfA
carecen de propiedades inmunosupresoras (Sedrani et al., 2003), proporcionando oportunidad para disefar
inhibidores de CyP no inmunosupresores para su posible uso en la terapia contra VHC y VIH.

En contraposicion a esto, también existe la oportunidad de desarrollar agentes inmunosupresores con baja toxicidad
para su uso en campos tales como la profilaxis de rechazo de trasplante, trastornos autoinmunitarios, inflamatorios y
respiratorios, incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Crohn, sindrome de Behcet, uveitis, psoriasis,
dermatitis atdpica, artritis reumatoide, sindrome nefritico, anemia aplésica, cirrosis biliar, asma, fibrosis pulmonar,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y enfermedad celiaca. Se ha mostrado que las sangliferinas
tienen un mecanismo novedoso de actividad inmunosupresora (Zenke et al., 2001), que actia posiblemente a través
de quimiocinas de células dendriticas (Immecke et al., 2011), y por tanto existe la oportunidad de desarrollar agentes
con un mecanismo de accién diferente al de los agentes clinicos actuales, tales como ciclosporina A, rapamicina y
FK506.

Virus de inmunodeficiencia humano (VIH)

Los inhibidores de ciclofilina, tales como CsA y DEBIO-025, también han mostrado una posible utilidad en la
inhibicion de la replicacion de VIH. Se piensa que los inhibidores de ciclofilina interfieren con la funcién de CyPA
durante la progresién/terminacién de la transcripcién inversa de VIH (Ptak et al., 2008). Sin embargo, cuando se
sometié a pruebas clinicas, 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 ninguna reduccién en los
niveles de ARN de VIH-1 (Steyn et al., 2006). Después de esto, se sometié6 a ensayo DEBIO-025 en pacientes
infectados conjuntamente por VHC/VIH, y mostr6 una eficacia mejor frente a VHC, y se interrumpieron los ensayos
clinicos con VIH (véase Watashi et al., 2010).

Virus de la hepatitis B

La hepatitis B es un virus de ADN de la familia de Hepadnaviridae, y es el agente causante de la hepatitis B. En
contraposicion a los casos con VHC y VIH, ha habido muy pocos informes publicados de actividad de inhibidores de
ciclofilina frente a virus de la hepatitis B. Ptak et al. 2008 describieron una actividad débil de DEBIO-025 frente a
VHB (CI50 de 4,1 uM), mientras que Xie et al., 2007 describieron algo de actividad de CsA frente a VHB (CI50 >1,3
pug/ml). Esto contrasta con VIH y VHC, en los que hay numerosos informes de actividad antiviral nanomolar de
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inhibidores de ciclofilina.
Inhibicion del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (MPTP)

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

Usos terapéuticos adicionales

Los inhibidores de ciclofilina tienen posible actividad frente a, y por tanto en el tratamiento de, infecciones de otros
virus, tales como virus de varicela-zéster (Ptak et al., 2008), virus influenza A (Liu et al, 2009), coronavirus de
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 inhibicién de ciclofilina en otros campos terapéuticos,
tales como en el cancer (Han et al., 2009).

Biodisponibilidad oral de sangliferinas

Uno de los problemas en el desarrollo de farmacos de sangliferinas naturales y no naturales es la baja
biodisponibilidad oral (por ejemplo, véase Gregory et al., 2011). Esto puede conducir a costes mas altos de
productos, aumento de la posibilidad de efecto con alimentos y mayor variabilidad entre pacientes. Mientras que una
via para mejorar esto es generar analogos novedosos, otra via es usar formulaciones.

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de identificar formulaciones novedosas para la dosificacién oral de
sangliferinas, que puedan aumentar la biodisponibilidad oral de esta clase posiblemente importante de farmacos.
Las sangliferinas pueden tener utilidad en el tratamiento de infeccion por VHC, pero también en el tratamiento de
otros campos de enfermedad en los que la inhibicién de ciclofilinas puede ser util, tales como infecciéon por VIH,
distrofia muscular o ayuda en la recuperacion tras infarto de miocardio o en los que la inmunosupresién o el efecto
antiinflamatorio es util.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han descubierto de manera inesperada que, mientras que las sangliferinas son
metabdlicamente estables, y son estables a pH neutro, se degradan rapidamente en condiciones acidas, tales como
fluido intestinal simulado (SGF) o el estémago.

Por tanto, la invencion proporciona formas de dosificacién orales de sangliferinas en las que el compuesto de
sangliferina estd protegido frente a degradacién acida en el estomago (lo mas preferiblemente mediante
recubrimiento entérico del material) de tal manera que se libera directamente en el entorno de pH superior del
intestino delgado desde el cual puede absorberse en el sistema. Se espera que tales formas de dosificacion tengan
una biodisponibilidad muy mejorada con respecto a formas en las que las sangliferinas no estan protegidas frente a
degradacion acida en el estbmago.

Estas formas de dosificacion pueden usarse para sangliferinas naturales tales como sangliferinas A, B, C y D, y para
sangliferinas no naturales tales como sangamidas.

Por tanto, segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona una forma de dosificacion farmacéutica para
administracion oral que comprende una sangliferina como principio activo en la que el principio activo de sangliferina
esta protegido frente a degradacion acida en el entorno del estémago tras la administracion oral.

Definiciones

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para hacer referencia a uno o a méas 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
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un analogo.

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 cuanto a la composicién (como en la sustitucién
de un atomo por otro o en la presencia o ausencia de un grupo funcional particular).

Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s)” se refiere a compuestos quimicos tales como
sangliferina A y a aquellos compuestos que son estructuralmente similares a sangliferina A pero que difieren
ligeramente en cuanto a la composicion quimica (tal como en la sustitucién de uno o0 méas atomos por otro o en la
presencia o ausencia de un grupo funcional particular), en particular aquellos generados mediante fermentacién de
Streptomyces sp. A92-308110. Los ejemplos incluyen los compuestos de tipo sangliferina comentados en los
documentos W097/02285 y W(098/07743, tales como sangliferina B. Otros ejemplos incluyen compuestos de
formula (X) o (1) a (VII). El término “sangliferina(s)” incluye compuestos conocidos como “sangamidas” (véase Moss
et al.,, 2011, documento W0O2011/098809).

Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s) mutasintética(s)” se refiere a compuestos
quimicos que son estructuralmente similares a sangliferina A, B, C o D pero que difieren ligeramente en cuanto a la
composicién (como en la sustituciéon de uno o mas atomos por otro 0 en la presencia o ausencia de un grupo
funcional particular) debido a la incorporacién de un precursor no natural, en particular, aquellos generados mediante
fermentacion de Streptomyces sp. A92-308110 o un mutante del mismo, en los que el cultivo se alimenta con un
analogo de meta-tirosina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sangliferina(s) alterada(s) por biosintesis” se refiere a
compuestos quimicos que se biosintetizan mediante la agrupaciéon de genes de sangliferina (véase el documento
WQ02010/034243), y son estructuralmente similares a sangliferina A, B, C o D pero que difieren ligeramente en
cuanto a la composicién (como en la sustitucion de uno o mas atomos por otro o en la presencia o ausencia de un
grupo funcional particular), debido a alteraciones en la agrupacion de genes, tales como sustitucién o alteraciéon de
un dominio de aciltransferasa, delecion, sustitucion o adicién de un médulo o dominio de policétido sintasa, tal como
delecion, sustitucion o adicion de una aciltransferasa, dominio de carga, dominio de bucle reductor (tal como uno o
mas de un dominio de deshidratasa, ceto-reductasa o enoilreductasa) o dominio de cetosintasa (por ejemplos,
véanse los documentos WO 98/01546 o W0O2010/034243) en particular, las generadas mediante fermentacion de
Streptomyces sp. A92-308110 o un mutante del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo(s) de meta-tirosina” se refiere a compuestos
quimicos que son estructuralmente similares a meta-tirosina pero que difieren ligeramente en cuanto a la
composicién (como en la sustitucién de uno o mas atomos por otro o en la presencia o ausencia de un grupo
funcional particular). Los ejemplos incluyen (2S)-2-amino-3-(6-hidroxi-(2-piridil))propanoato de metilo, éster metilico
de L-3-aminofenilalanina, éster metilico de L-4-metil-meta-tirosina, éster metilico de L-4-fluoro-meta-tirosina, éster
metilico de L-4,5-difluoro-meta-tirosina, DL-3-fluorofenilalanina, L-fenilalanina, DL-4-fluorometa-tirosina, DL-5-fluoro-
meta-tirosina, 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo, 2-amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato
de metilo, 2-amino-3-(2-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo y 2-amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato
de metilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “bacteria productora de sangliferina” se refiere a cualquier
cepa bacteriana que produce de manera natural una sangliferina o a sangliferina alterada por biosintesis cuando se
cultiva en condiciones apropiadas (por ejemplo, proporcionar medios de crecimiento y precursores necesarios). Esto
incluye, pero no se limita a, Streptomyces sp. A92-308110, también conocido como DSM 9954 (véanse los
documentos WO 97/02285 y WO 98/07743), también conocido como Streptomyces flaveolus.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodisponibilidad” se refiere al grado o la tasa a la que un
farmaco u otra sustancia se absorbe o pasa a estar disponible en el sitio de actividad biol6gica tras la administracion.
Esta propiedad depende de varios factores, incluyendo la solubilidad del compuesto, tasa de absorcién en el
intestino, el grado de unién a proteinas y metabolismo, etc. En el presente documento se describen diversas
pruebas para determinar la biodisponibilidad con las que estara familiarizado un experto en la técnica (véase
también Egorin et al. 2002).

Tal como se usa en esta solicitud, el término “solubilidad en agua” se refiere a la solubilidad en medios acuosos, por
ejemplo solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7,4, o en disolucién de glucosa al 5%. A continuacion en
los ejemplos se proporcionan pruebas para determinar la solubilidad en agua como “ensayo de solubilidad en agua”.
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Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de la invencion, tales como los compuestos de formula (1),
incluyen sales convencionales formadas a partir de bases o &cidos organicos o inorganicos farmacéuticamente
aceptables asi como sales de adiciéon de acido de amonio cuaternario. Los ejemplos mas especificos de sales de
acido adecuadas incluyen clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, fosférico, nitrico, perclérico, fumarico, acético,
propidnico, succinico, glicolico, férmico, lactico, maleico, tartarico, citrico, palmoico, maldnico, hidroximaleico,
fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, fumarico, toluenosulfénico, metanosulfénico, naftaleno-2-sulfénico,
bencenosulfénico, hidroxinaftoico, yodhidrico, mélico, esteoico, tanico y similares. Las sales de acido clorhidrico son
de particular interés. Otros acidos tales como oxalico, aunque no son en si mismos farmacéuticamente aceptables,
pueden ser utiles en la preparacion de sales utiles como productos intermedios en la obtencion de los compuestos
de la invencién y sus sales farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos mas especificos de sales de base
adecuadas incluyen sales de sodio, litio, potasio, magnesio, aluminio, calcio, cinc, N,N’-dibenciletilendiamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina. Las referencias a continuacién en
el presente documento a un compuesto segun la invencién incluyen tanto compuestos de férmula (I) como sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alquilo” representa un grupo alquilo de cadena lineal o
ramificado, que contiene normalmente 1-10 atomos de carbono, por ejemplo un grupo alquilo Ci.6. “Alquenilo” se
refiere a un grupo alquilo que contiene dos o mas carbonos (por ejemplo 2-10 carbonos, por ejemplo un grupo
alquenilo Cz.6) que esta insaturado con uno o mas dobles enlaces.

Los ejemplos de grupos alquilo incluyen grupos alquilo C1.4 tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo y n-butilo. Los
ejemplos de grupos alquenilo incluyen grupos alquenilo Co.4 tales como -CH=CH, y -CH>CH=CHj>.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cicloalquilo” representa un grupo alquilo ciclico, que contiene
normalmente 3-10 &tomos de carbono, opcionalmente ramificado, 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 son
adecuadamente monociclicos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “recubrimiento entérico” significa un recubrimiento de barrera
aplicado a una sustancia para prevenir la liberacion de dicha sustancia tras la administracion oral antes de que
alcance el intestino delgado.

Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclilo” representa un grupo cicloalquilo en el que uno
0 mas atomos de carbono de anillo (por ejemplo 1, 2 6 3 atomos de carbono de anillo, tal como 1 6 2, por ejemplo 1)
se sustituyen por heteroatomos seleccionados de O, N y S. Los ejemplos incluyen morfolinilo, piperidinilo,
pirrolidinilo, piperazinilo y N-metil-piperazinilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “heterociclenilo” representa un grupo cicloalquenilo en el que
uno 0 mas atomos de carbono de anillo (por ejemplo 1, 2 6 3 atomos de carbono de anillo, tal como 1 6 2, por
ejemplo 1) se sustituyen por heteroatomos seleccionados de O, Ny S.

Los ejemplos de grupos arilo incluyen (excepto cuando se indique) grupos monociclicos, es decir fenilo, y anillos
biciclicos (por ejemplo anillos de 9 y 10 miembros) que son aromaticos o (en el caso de anillos biciclicos) contienen
al menos un anillo aromatico. Por ejemplo, un anillo biciclico puede ser completamente aromatico, por ejemplo
naftilo, o puede ser parcialmente aromatico (por ejemplo que contiene un anillo aromatico), tal como tetralina, indeno
o indano. Un arilo preferido es fenilo. Los grupos arilo pueden estar opcionalmente sustituidos, por ejemplo, con uno
0 mas (por ejemplo 1, 2 6 3) sustituyentes, por ejemplo seleccionados de alquilo (por ejemplo, alquilo C.4), hidroxilo,
CF3, halégeno, alcoxilo (por ejemplo, alcoxilo C1.4), nitro, -SO2Me, ciano y -CONHa.

Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen (excepto cuando se indique) grupos monociclicos (por ejemplo, anillos
de 5y 6 miembros) y anillos biciclicos (por ejemplo, anillos de 9 y 10 miembros) que son aromaticos o (en el caso de
anillos biciclicos) contienen al menos un anillo aromatico, y contienen uno o mas heteroatomos (por ejemplo, 1, 2, 3
6 4 heteroatomos) seleccionados de N, O y S. Los ejemplos de anillos heteroarilos de 5 miembros incluyen pirrol,
furano, tiofeno, oxazol, oxadiazol, tiazol y triazol. Los ejemplos de anillos heteroarilo de 6 miembros incluyen piridina,
pirimidina y pirazina. Los ejemplos de anillos biciclicos incluyen anillos completamente aromaticos 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 grupos heteroarilo monociclicos. Los grupos heteroarilo mencionados anteriormente pueden estar
opcionalmente sustituidos tal como se describié anteriormente para grupos arilo.

Cuando los grupos arilo y heteroarilo biciclicos son parcialmente aromaticos, la unioén al resto de la molécula puede
ser a través de la parte aromatica o a través de la parte no aromatica.

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

6
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Leyenda de figuras

Figura 1: Imagenes de perfiles de 24 tras la incubacion en condiciones &cidas y neutras. A: 24 en PBS, pH 7,3 (t=0,
8,0 horas). B: 24 en condiciones acidas, pH 1,2 (t = 0, 0,33, 0,67, 1,0 horas).

Figura 2: Comparacion del porcentaje de 24 en disolucion tras la dosificacion de una Unica cépsula con
recubrimiento entérico o sin recubrimiento en condiciones acidas a pH 1,0, que se ajustaron a pH 6,8 tras
60 minutos, para imitar el pH de los compartimentos del estémago e intestinales.

Descripcion detallada de la invencion

En una realizacioén, la protecciéon del principio activo puede lograrse proporcionando una capa de recubrimiento
entérico, siendo dicho recubrimiento entérico estable en el entorno acido del estémago, y adaptado para liberar el
principio activo en el entorno de pH superior del intestino delgado.

En una realizacion, el principio activo esta particulado y el recubrimiento entérico se aplica a las particulas de
principio activo.

En una realizacién, el principio activo estd en forma de un granulado, y el recubrimiento entérico se aplica a los
granulos de principio activo.

En una realizacion, el principio activo esta recubierto sobre una perla (por ejemplo, una esfera de azicar o almidén)
y el recubrimiento entérico se aplica a la perla recubierta. Tales perlas recubiertas pueden formularse para dar
comprimidos o capsulas.

En una realizacion, el principio activo (por ejemplo en forma de polvo) esta contenido dentro de una capsula,
estando dicha capsula dotada de un recubrimiento entérico.

En una realizacién, el principio activo (por ejemplo en forma de polvo) esta contenido dentro de un comprimido,
estando dicho comprimido dotado de un recubrimiento entérico.

Sangliferinas
En una realizacién, la sangliferina es una sangliferina natural tal como sangliferina A, B, C o D.

En una realizacion, la sangliferina es una sangliferina no natural (tal como un sangliferina semisintética, alterada por
biosintesis o mutasintética). En una realizacion, puede ser una sangliferina no natural preparada mediante
modificacion quimica de una sangliferina natural. En otra realizacién, puede ser el producto de alimentar un
precursor no natural a una bacteria productora de sangliferina. Por ejemplo, puede ser el producto de alimentar un
analogo de meta-tirosina a una bacteria productora de sangliferina. En otra realizacion, puede ser el producto de
alimentar precursores naturales o no naturales a una bacteria productora de sangliferina en la que la PKS de
sangliferina se ha modificado con respecto a uno 0 mas médulos o dominios (véase el documento W02010/034243),
o puede ser el producto de fermentacién directo de una bacteria productora de sangliferina genéticamente alterada
en la que la PKS de sangliferina se ha modificado con respecto a uno o mas moédulos o dominios, mediante
alteraciones en la agrupacion de genes, tales como sustituciéon o alteracién de un dominio de aciltransferasa,
delecion, sustitucién o adicion de un moédulo o dominio de policétido sintasa, tal como delecion, sustitucion o adicién
de una aciltransferasa, dominio de carga, dominio de bucle reductor (tal como uno o mas de un dominio de
deshidratasa, ceto-reductasa o enoilreductasa) o dominio de cetosintasa (por ejemplos, véanse los documentos WO
98/01546 0 W02010/034243) en particular, las generadas mediante fermentacién de Streptomyces sp. A92-308110
0 un mutante del mismo.

En una realizacién, la sangliferina es un compuesto de férmula (X) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo:
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en la que Ry representa un resto organico (es decir un resto compuesto por atomos de carbono e hidrogeno y que
contiene opcionalmente uno o mas atomos de N, O 0 S) y R representa un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente
sustituido (tal como un grupo fenilo, piridina o pirimidina opcionalmente sustituido, de manera adecuada un grupo
fenilo opcionalmente sustituido) incluyendo cualquier tautémero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del
mismo en el que se forma un cetal mediante la combinacién del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.
Pueden seleccionarse sustituyentes opcionales para arilo o heteroarilo, por ejemplo, de halégeno, alquilo, F, Cl, Br,
alquenilo o alquilo en los que uno o mas atomos de carbono de dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos
por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en los que uno o més atomos de
carbono de dicho grupo alquilo estdn opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar
opcionalmente sustituido con uno o méas atomos de halégeno. Un sustituyente a modo de ejemplo es hidroxilo (por
ejemplo en la posicion meta).

En una realizacion, la sangliferina no natural es un compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo:

\

" )
en la que:

el resto X1 representa -OR1, -NR1R2 0 Rs;

Ry, Rz y Rs representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo,
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo
monociclico o heteroarilo monociclico;

y en la que uno o mas atomos de carbono de R1, Rz y R3 que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2y en la
que uno o mas atomos de carbono de R1, Rz y Rs estan opcionalmente sustituidos por carbonilo;

o Ry y Rz estan unidos de tal manera que NRR2 representa un anillo heterociclico saturado o insaturado que
contiene el atomo de nitrogeno especificado y en la que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan
opcionalmente sustituidos por un heteroatomo adicional 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 dicho anillo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo
heterociclico puede estar opcionalmente condensado a un anillo arilo o heteroarilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo R1, Rz y Rs puede estar opcionalmente sustituido con uno o
mas atomos de halégeno;
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o Ry y/o Rz representa hidrégeno;
Ry representa H u OH;
n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace Rg representa H;

R4, Rs, Rs, R7 y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo o alquilo en la que uno o mas atomos de
carbono de dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en
el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o méas atomos de carbono de dicho grupo alquilo estan opcionalmente
sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de halégeno;

X2, X3, X4, X5 y Xg representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos grupos
representa N el sustituyente unido esta ausente;

con la condicién de que cuando todos de R, Rs, R7 y Rs representan H y todos de Xz, Xs, Xa, X5y Xe representan C,
entonces Rs no puede representar OH, -O-alquilo u -O(CO)-alquilo;

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

Por ejemplo n representa un enlace sencillo. Por ejemplo Rg representa OH. Por ejemplo X, representa C. Por
ejemplo X3 representa C. Por ejemplo X4 representa C. Por ejemplo Xs representa C. Por ejemplo Xs representa C.
Por ejemplo R4 representa H. Por ejemplo Rs representa H. Por ejemplo Rs representa OH. Por ejemplo Rs
representa H, Me o F. Por ejemplo Ry representa H o F. Por ejemplo Res y/0o R7 representa F. Por ejemplo X
representa NRiRz. Por ejemplo R; representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo,
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilarilo o alquenilheteroarilo y Rz representa H, alquilo, alquenilo u -O-alquilo. Por ejemplo NR{R2 representa
morfolinilo, oxazinano o uno de los grupos dados a conocer en la siguiente tabla:
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Un compuesto de férmula (l) puede seleccionarse de:
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e incluyendo cualquier tautdbmero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;

13
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacién, la sangliferina no natural es un compuesto de formula (ll) o (lll) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

(mn

()

en la que: Ry, Ra, Rs, R4 y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo C..s 0 alquilo C+.10 en la que
uno 0 mas atomos de carbono de dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo
seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o méas atomos de carbono de dicho
grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido
con uno o mas atomos de halégeno;

X1, X2, X3, X4 y Xs representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos grupos
representa N el sustituyente unido esta ausente;

con la condicién de que cuando todos de R1, Rs, Rs y Rs representan H y todos de Xi, Xz, X3, X4 y Xs representan C,
entones Rz no puede representar OH;

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo X representa C. Por ejemplo X representa C. Por ejemplo X3 representa C. Por ejemplo X4 representa

C. Por ejemplo Xs representa C. Por ejemplo R1, Rs, R4 y Rs se seleccionan independientemente de H, F, Cl, CF3,
OH y alquilo C1.6. Por ejemplo Rz se selecciona de H, F, Cl, CF3, OH, NHz y alquilo C.6. Por ejemplo Rz representa
OH.

Un compuesto segun formula (1) o formula (Ill) puede seleccionarse de:

14
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lo que también puede representarse como
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y que también puede representarse como:

HO /N
\

—

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;

0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacién, la sangliferina no natural es un compuesto de férmula (IV) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

HO

(V)
en la que:
X representa CHz o CO

R+ y Rz representan independientemente hidrégeno; o un grupo alquilo o alquenilo que pueden estar opcionalmente
unidos para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el &tomo de nitrégeno mostrado y en la
que uno o mas atomos de carbono de Ri y/o Rz estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado
de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o mas atomos de carbono de Ry y/o Rz estan
opcionalmente sustituidos por carbonilo; 0 uno de Ri y Rz representa -alquilarilo, -alquenilarilo, -alquilheteroarilo o
-alquenilheteroarilo y el otro representa H, alquilo o alquenilo;

19
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incluyendo cualquier tautdmero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un
cetal mediante la combinacién del ceto en C-53 y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo, Ry y Rz representan independientemente hidrégeno; o un grupo alquilo o alquenilo en el que uno o dos
atomos de carbono de Ry y/o Rz estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O),
y en el que uno o dos atomos de carbono de R1 y/o Rz estan opcionalmente sustituidos por carbonilo. Por ejemplo
R+ representa hidrégeno y Rz representa un grupo alquilo. Por ejemplo R representa hidrégeno y Rz representa un
grupo alquenilo. Por ejemplo R1 y Rz representan independientemente un grupo alquilo o alquenilo que estan unidos
para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de nitrégeno mostrado y en el que
uno o dos atomos de carbono de Ry y/o Rz estan opcionalmente sustituidos 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 dos atomos de carbono de Ry y/o Rz estan
opcionalmente sustituidos por carbonilo. Por ejemplo R1 y Rz representan independientemente un grupo alquilo que
estan unidos para formar un anillo heterociclico saturado que contiene el atomo de nitrégeno mostrado. Por ejemplo
R1 y Rz representan independientemente un grupo alquilo o alquenilo que estan unidos para formar un anillo
heterociclico saturado o insaturado que contiene el atomo de nitrdgeno mostrado y en el que uno o dos atomos de
carbono de Ry y/o Rz estan sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, N y S(O),. Por ejemplo, si un atomo
de carbono esta sustituido por un heteroatomo, esta sustituido por N u O. Por ejemplo X representa CHa.

Un compuesto segun formula (IV) puede seleccionarse de:

HO

o una sal farmacéutica aceptable de los mismos.

En ofra realizacion, la sangliferina no natural es un compuesto de férmula (V) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2639918 T3

Olinne:

NH

Ra0O
(V)
en la que:

R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo,
alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de
tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o heteroarilo monociclico;

o Ry representa hidrégeno;

y en la que uno o mas atomos de carbono de Ry que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2y en la
que uno o mas atomos de carbono de R; estan opcionalmente sustituidos por carbonilo;

siempre que R1 no represente metilo o-CHMey;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo Ry pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o0 mas
atomos de halégeno;

Rs representa H o (CO)x-alquilo;

R4 representa H u OH;

Rs representa H, OH o =0O;

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa H; y
m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace Rs representa H;
x representa 0 6 1;

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esté presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo, Ri representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
algquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o
heteroarilo monociclico; o Ry representa hidrégeno; y en el que uno o mas atomos de carbono de Ry que no son
parte de un grupo arilo o heteroarilo estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, N y
S(O)p en el que p representa 0, 1 6 2 y en el que uno o mas atomos de carbono de Ry estan opcionalmente
sustituidos por carbonilo; siempre que Ry no represente metilo o -CHMe..

Por ejemplo Ry representa alquilo Ca.10, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o
heteroarilo monociclico; o Ry representa hidrégeno; y en el que uno o mas atomos de carbono de Ry que no son
parte de un grupo arilo o heteroarilo estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, N y
S(O)p en el que p representa 0, 1 6 2 y en el que uno o mas atomos de carbono de Ry estdn opcionalmente
sustituidos por carbonilo.

Por ejemplo R1 se selecciona de alquilo Caz.10, alquenilo Cz.10 y arilo. Por ejemplo Ry se selecciona de alquilo Ca.,
alquenilo C,6 y arilo. Por ejemplo R+ se selecciona de alquilo Cs.6, alquenilo Cz¢ y arilo.

21



10

15

20

25

ES 2639918 T3

Por ejemplo, independientemente o en cualquier combinacién: Rz representa H o (CO)x-alquilo Cy.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 =0.

Por ejemplo x representa 0. Por ejemplo Rs representa H o metilo. Por ejemplo Rs representa C=0.

Por ejemplo un compuesto de formula (V) se selecciona de un compuesto en el que:

R+ representa CH.CH=CH,, R3 representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un
enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

;0

R+ representa CH>CHs, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

10

R+ representa C(CHjs)s, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

HO

o)

R+ representa fenilo, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

22



ES 2639918 T3

10

R+ representa C(CHs)s, Rs representa H, R4 representa H, n representa un doble enlace, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

5
)
R+ representa C(CHzs)s, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
10
HO
' 0
R+ representa CH,CH=CH>, R3 representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un
enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
15

23
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)

R+ representa CH2CHs, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

)

R representa fenilo, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
10

3

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado
como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la
15 combinacion del ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y
Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:

24
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en la que Rio representa -OR1 y Ry es tal como se definié anteriormente,

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo, R1o se selecciona de un grupo indicado en la siguiente tabla:
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Los compuestos de férmula (V) pueden prepararse segun métodos dados a conocer en el documento
WQ02011/098805 que se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia.

En otra realizacién, la sangliferina no natural es un compuesto de férmula (VI) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:
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R0

(V1)
en la que:
R1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo,
alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de
tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o heteroarilo monociclico;
y en la que uno o mas atomos de carbono de Ry que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
opcionalmente sustituidos por un heterodtomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 salvo
porque el atomo adyacente al grupo carbonilo al que esté unido Ry no es O o N y en la que uno 0 mas atomos de
carbono de R1 estan opcionalmente sustituidos por carbonilo;

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

Rs representa H o (CO)x-alquilo;

R4 representa H u OH;

Rs representa H, OH o =0O;

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa H; y

m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace Rs representa H;

x representa 0 6 1;

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo Ri representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o
heteroarilo monociclico;

y en el que uno o mas atomos de carbono de Ri que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
opcionalmente sustituidos por un heterodtomo seleccionado de O, N y S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 salvo
porque el atomo adyacente al grupo carbonilo al que esta unido Ry no es O o N y en el que uno o mas atomos de
carbono de Ry estan opcionalmente sustituidos por carbonilo.

Por ejemplo R representa alquilo Cy1.s, alquenilo Cs.s, alquil C4-4-cicloalquilo Cs.7 0 alquil Cy-4-cicloalquenilo Cs.7.

Por ejemplo independientemente o en cualquier combinacion: Rs representa H o (CO)x-alquilo Ci.4; n representa un
enlace sencillo; m representa un enlace sencillo; R4 representa OH; y Rs representa =0.

Por ejemplo x representa 0. Por ejemplo Rs representa H o metilo.
Por ejemplo un compuesto de formula (VI) se selecciona de un compuesto en el que:

R+ representa CH>CHs, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
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;0

R+ representa etilciclohexilo, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un
5 enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

;0

R+ representa t-butilo, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
10 sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

HO

;0

R+ representa CH>CHs, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
15 sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
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10

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

5
10

Ri representa t-butilo, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace
sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

10

10

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

15

HO
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en la que Ry es tal como se definié anteriormente;

incluyendo cualquier tautdmero del mismo; o cualquier isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esta presente) y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo R1 se selecciona de un grupo indicado en la siguiente tabla:
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Los compuestos de formula (VI) pueden prepararse segun métodos dados a conocer en el documento
WO2011/098808 que se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia.
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En otra realizacién, la sangliferina no natural es un compuesto de férmula (VII) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

R0

(Vil)
en la que:

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

o Ry representa hidrogeno; y en la que uno o mas atomos de carbono de R y/o Rz que no son parte de un grupo
arilo o heteroarilo estan opcionalmente sustituidos por un heterodtomo 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 Ry y/o Rz estan opcionalmente sustituidos por
carbonilo;

0 R1 y Rz estan unidos 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 opcionalmente sustituidos por un
heterodtomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 é 2 y en la que uno o0 mas atomos de carbono
de dicho anillo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo heterociclico puede estar opcionalmente
condensado a un anillo arilo o heteroarilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo Ry y/o Rz pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o
mas atomos de halégeno;

Rs representa H,-(CO)x-alquilo;

R4 representa H u OH;

Rs representa H, OH o =0O;

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa H; y

m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace Rs representa H;

x representa 0 6 1;

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esté presente) y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo R y Rz representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo,
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo
monociclico o heteroarilo monociclico;

o Ry representa hidrogeno; y en el que uno o mas atomos de carbono de R y/o Rz que no son parte de un grupo
arilo o heteroarilo estan opcionalmente sustituidos 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 mas atomos de carbono de Ry y/o Rz estan opcionalmente sustituidos por
carbonilo;

30



10

15

20

25

30

35

ES 2639918 T3

0 R1 y Rz estan unidos 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 opcionalmente sustituidos por un
heterodtomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 é 2 y en el que uno o mas atomos de carbono
de dicho anillo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo heterociclico puede estar opcionalmente
condensado a un anillo arilo o heteroarilo.

Por ejemplo R representa arilo o heteroarilo sustituido con arilo monociclico o heteroarilo monociclico, -alquilo C.4,
-O-alquilo Cy.4, -CO-alquilo Cy.4 0 -alquenilo Cs.4. Por ejemplo Rz representa hidrogeno, alquilo C.4 0 alquenilo Cy.4.
Por ejemplo R: representa hidrégeno o alquilo Ci.4.

Por ejemplo R1 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 nitrdgeno en la posiciéon 4 de
piperazina esta opcionalmente sustituido con alquilo C1.4 y en el que un atomo de carbono adyacente a un atomo de
nitrégeno dentro del anillo esta opcionalmente sustituido por carbonilo.

Por ejemplo, independientemente o en cualquier combinacién: Rz representa H o (CO)x-alquilo Cy.4, en el que x es
tal como se definié anteriormente; n representa un enlace sencillo; m representa enlace sencillo; R4 representa OH;
Rs representa =0O.

Por ejemplo x representa 0.

Por ejemplo un compuesto de férmula (VII) se selecciona de un compuesto en el que:

R+ representa OCHgs, R> representa Me, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:

0
/O\TW/M «~OH

OH

o)
II\HOO HN
N 0O

0
NH

Ollh

HO
' 0

R+ representa etilo, Rz 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 por la siguiente estructura:

HO

(o]

R+ representa -CHMe», Rz 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 por la siguiente estructura:
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(o]

Ry representa metilo, 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 por la siguiente estructura:

5
o}
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 por la siguiente estructura:
10
o}
R+ representa -CH.CH=CHy, 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 por la siguiente estructura:
15

HO
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Ry representa metilo, R> representa metilo, Rz representa H, R4 representa OH, n representa un enlace, m
representa un enlace y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:

0

=

0

EN 0 0
NH

5 10

HO

R+ representa -CH.CHMe;, Rz representa -CH.CHMe;, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

10 10

R+ representa OCHgs, 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 por la siguiente estructura:

HO

15 ;0

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

R1 y Rz juntos representan -CH>CH>OCH,CH>- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros, Rs representa H,
R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se

representa por la siguiente estructura:

5

(@]l

NH O Q_ HN
N 0] 0
NH

HO
50

R+ representa 4-bifenililo, Rz representa H, en el que, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

10

HO
)
R+ representa ciclohexilo, Rz representa Me, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:

15
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10

R1 y Rz juntos representan -OCH>CH>CH>CH>- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros, 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 por la siguiente estructura:

10

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

10

R+ representa ciclohexilo, Rz representa H, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m
15 representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:
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(o]

R+ representa OCHgs, R> representa Me, Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa OH tal como se representa por la siguiente estructura:

5
10
R representa OCHs, R representa Me, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:
10
HO
1 0
Ry representa etilo, R> representa etilo, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:
15
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10

R+ representa -CHMe», Rz 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 por la siguiente estructura:

5
10
Ri representa metilo, 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 por la siguiente estructura:
10
HO
1 0
R+ representa metilo, R> representa H, Rs representa Me, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:
15
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10

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 =0 tal como se representa por la siguiente estructura:

5
10
R1 representa metilo, R, representa metilo, Rs representa H, R4 representa H, n representa en enlace, m representa
un enlace y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
10
HO
o)
R+ representa -CH>CHMe», R representa -CH>CHMe», Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace
sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:
15
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)

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

10

R1 y Rz juntos representan -CH>.CH>OCH,CH>- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros, Rs representa H,
R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
10 representa por la siguiente estructura:

10

R+ representa 4-bifenililo, R> representa H, en el que, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace
15 sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =0 tal como se representa por la siguiente estructura:
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10

R+ representa ciclohexilo, Rz representa Me, Rs representa H, R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m
representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:

5
0
Ri representa ciclohexilo, Ro 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 por la siguiente estructura:
10

HO

0
R1 y Rz juntos representan -OCH>CH>CH>CH>- conectados para dar un heterociclo de 6 miembros. Rs representa H,

R4 representa H, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y Rs representa =O tal como se
15 representa por la siguiente estructura:
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10

Ri representa 2-piridinilo, Rz 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 por la siguiente estructura:

10

o una sal farmacéuticamente aceptable de uno cualquiera de los mismos; incluyendo cualquier tautémero del mismo;
o un isdbmero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27, mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de

10 metanol del mismo en el que se forma un cetal mediante la combinacion del ceto en C-53 (si esta presente) y los
grupos hidroxilo en C-15 y metanol.

Por ejemplo Rs representa H, R4 representa OH, n representa un enlace sencillo, m representa un enlace sencillo y
Rs representa =O tal como se representa por la siguiente estructura:
15

HO

en la que R1o representa un grupo tal como se muestra en la siguiente tabla:
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o una sal farmacéuticamente aceptable de uno cualquiera de los mismos; incluyendo cualquier tautémero del mismo;
o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, 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 del ceto en C-53 (si esta presente) y los
grupos hidroxilo en C-15 y metanol.

Los compuestos de férmula (VIl) pueden prepararse segin métodos dados a conocer en el documento
W0O2011/098809 que se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia.

Los compuestos de férmula (X) y (I) a (IV) pueden prepararse generalmente mediante métodos similares a los
descritos en los documentos W02010/034243, W0O2011/098805, W02011/098808 y W02011/098809. Esto puede
implicar alteracion semisintética de un molde de sangliferina producido mediante fermentacién, por ejemplo
mediante dihidroxilacion asimétrica de Sharpless modificada y escisién oxidativa, seguido por acoplamiento de
Horner-Wadsworth-Emmons de un fosfonato adecuado.

Formulaciones

Las formulaciones farmacéuticas de sangliferinas pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion
unitaria y pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Tales
métodos incluyen la etapa de poner en asociacién el principio activo (sangliferina) con el portador que constituye uno
0 mas componentes auxiliares. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion de manera
uniforme e intima el principio activo con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos o ambos, y
después, si es necesario, conformando el producto.

Segun la invencion, las sangliferinas se administraran normalmente por via oral en forma de una formulacién
farmacéutica que comprende el principio activo, opcionalmente en forma de una sal de adicion de &acido o base,
organica o inorganica, no toxica, en una forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable. Dependiendo del
trastorno y del paciente que va a tratarse, asi como de la via de administracion, las composiciones pueden
administrarse a diversas dosis.

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

También pueden emplearse composiciones solidas de un tipo similar como cargas en capsulas de gelatina. Los
excipientes preferidos a este respecto incluyen lactosa, almiddn, una celulosa, azicar de la 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, material colorante o pigmentos, con agentes emulsionantes y/o
de suspension y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Puede prepararse un comprimido mediante compresién o moldeo, opcionalmente con uno o mas componentes
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auxiliares. Los comprimidos preparados por compresién pueden prepararse comprimiendo en una maquina
adecuada el principio activo en una forma de flujo libre tal como un polvo o granulos, opcionalmente mezclado con
un aglutinante (por ejemplo povidona, gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante,
disgregante (por ejemplo glicolato sédico de almidédn, povidona reticulada, carboximetilcelulosa sédica reticulada),
agente tensioactivo o de dispersiéon. Los comprimidos moldeados pueden prepararse moldeando en una maquina
adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido inerte. Opcionalmente, los
comprimidos pueden recubrirse o ranurarse y pueden formularse para proporcionar una liberacién lenta o controlada
del principio activo en los mismos usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para
proporcionar un perfil de liberacion deseado.

Las formulaciones segln la presente invencion adecuadas para administracion oral pueden presentarse como
unidades diferenciadas tales como capsulas, cachets o comprimidos, que contienen, cada una, una cantidad
predeterminada del principio activo; o como polvo o granulos.

Debe entenderse que, ademas de los componentes particularmente mencionados anteriormente, las formulaciones
de esta invencién pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica relacionados con el tipo de formulacion
en cuestion, por ejemplo los adecuados para la administracion oral pueden incluir agentes aromatizantes.

La forma de dosificacion contendra la sangliferina como principio activo en una forma en la que esta protegida frente
a degradacion acida en el estdmago (lo mas preferiblemente proporcionando un recubrimiento entérico y comentado
en otra parte en el presente documento).

La dosificacion de una sangliferina que va a administrarse variara segun el compuesto particular, la enfermedad
implicada, el sujeto y la naturaleza e intensidad de la enfermedad y el estado fisico del sujeto, y la via de
administracion seleccionada. La dosificacion apropiada puede determinarla facilmente 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 una sangliferina, dependiendo del método de administracién.

Un experto en la técnica reconocera que la cantidad y separacién Optimas de dosificaciones individuales de una
sangliferina estaran determinadas por la naturaleza y el alcance del estado que esté tratandose, la forma, via y sitio
de administracion, y la edad y el estado del sujeto particular que esté tratdndose, y que un médico determinara en
ultima instancia las dosificaciones apropiadas que deben usarse. Esta dosificacién debe repetirse con la frecuencia
que resulte apropiada. Si se desarrollan efectos secundarios puede alterarse o reducirse la cantidad y/o frecuencia,
segun la practica clinica normal.

Tecnologias de recubrimiento entérico

En general, cuando va a aplicarse recubrimiento entérico a sustratos (tales como particulas, granulos, capsulas o
comprimidos), se recubren con una capa de recubrimiento entérico con la presencia opcional de una capa de
separacion entre el sustrato y la capa de recubrimiento entérico y con la presencia opcional de una capa de acabado
aplicada encima de la capa de recubrimiento entérico.

Opcionalmente pueden usarse capas de separacion para evitar problemas de posible interaccién quimica entre la
capa de recubrimiento entérico (o su portador usado en el procedimiento de aplicacion) y el principio activo (u otro
componente del sustrato). También puede usarse una capa de separacion cuando el principio activo (u otro
componente del sustrato) puede disolverse parcial o sustancialmente durante el procedimiento de aplicacion de la
capa de recubrimiento entérico.

Una capa de separacion puede contener, por ejemplo, un polimero tal como hidroximetilcelulosa (HPMC).

Opcionalmente pueden usarse capas de acabado, por ejemplo para proteger la capa entérica o, mediante inclusién
de agentes de blanqueamiento o colorantes, para modificar el color del material recubierto. Una capa de acabado
puede contener, por ejemplo, un polimero tal como hidroximetilcelulosa (HPMC) y un agente de blanqueamiento tal
como dioxido de titanio.

Hay materiales de recubrimiento adecuados de capa de separacion y capa de acabado disponibles con el nombre
comercial Opadry de Colorcon.

La capa de recubrimiento entérico comprendera normalmente una sustancia, tal como un acido graso, cera, laca,
polimeros, fibras vegetales y similares, que es estable frente al pH acido del estémago (particularmente pH inferior a
5y especialmente pH de aproximadamente 3 0 menos) pero se descompone en entorno alcalino (por ejemplo pH 7-
9) del intestino delgado.

Una clase de materiales de recubrimiento entérico son los ftalatos. Los ejemplos incluyen acetato-ftalato de celulosa,
ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa y poli(acetato-ftalato de vinilo).
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Sureteric™ es un sistema de recubrimiento entérico acuoso patentado de Colorcon que comprende poli(acetato-
ftalato de vinilo), plastificantes y otros componentes en un sistema en polvo seco.

Opadry™ Enteric es un sistema de recubrimiento entérico patentado de Colorcon basado en poli(acetato-ftalato de
vinilo) que es adecuado para su aplicacion mediante técnicas de procesamiento alcohdlicas o hidroalcohdlicas. Un
grosor a modo de ejemplo de recubrimiento de Opadry Enteric es el de 11 mg de Opadry Enteric aplicado a una
capsula de tamarfio 0 (21,7 mm de diametro x 7,65 mm de altura) ajustado a escala segun el tamafo del articulo
recubierto.

Otra clase de materiales de recubrimiento entérico es los acetato-succinatos. Los ejemplos incluyen acetato-
succinato de hidroxipropilmetilcelulosa y acetato-succinato de celulosa.

Otra clase de materiales de recubrimiento entérico incluye alginatos y derivados de &cido alginico.

Otra clase de materiales de recubrimiento entérico incluye copolimeros de acrilato de metilo - &cido metacrilico y
copolimeros de metacrilato de metilo - acido metacrilico. Acryl EZE™ es un sistema de recubrimiento entérico
acrilico acuoso patentado de Colorcon.

Un material de recubrimiento entérico a modo de ejemplo adicional es Eudragit™ L-30 D55 de Evonik R6hm GmbH.

El recubrimiento, tal como recubrimientos de separacién, recubrimientos entéricos y recubrimientos de acabado, se
aplica normalmente al sustrato (particula, granulo, capsula o comprimido) mediante recubrimiento por pulverizacién.
El recubrimiento por pulverizacién puede realizarse segun las instrucciones del fabricante.

Pueden obtenerse detalles adicionales de capas de recubrimiento a modo de ejemplo y métodos de aplicacién de
capas de recubrimiento (incluyendo grosores adecuados) mediante referencia a “Aqueous Polymeric Coatings for
Pharmaceutical Dosage Forms” 32 edicion (2008) Editores: James W McGinity and Linda A Felton; Editorial: Informa
Healthcare USA, Inc, cuyo contenido se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia.

También puede obtenerse informaciéon adicional mediante referencia a Remington, The Science and Practice of
Pharmacy, 212 edicién, cuyo contenido se incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia.

El tipo y grosor de las capas respectivas también pueden seleccionarse segun las instrucciones del fabricante.
Uso terapéutico

Se espera que una sangliferina segun la invencidon sea Util en el tratamiento de infecciones virales (especialmente
infecciones por virus de ARN) tales como infeccion por VHC o VIH, para su uso como agente antiinflamatorio o para
la profilaxis de rechazo de trasplante de érgano.

Los aspectos de la invencion incluyen:

- Una forma de dosificacion farmacéutica segun esta invencion para su uso en el tratamiento de infecciones virales
(especialmente infecciones por virus de ARN) tales como infeccion por VHC o VIH, o para su uso como agente
antiinflamatorio o para la profilaxis de rechazo de trasplante de 6rgano, mediante administracion oral.

- Un método de tratamiento de infecciones virales (especialmente infecciones por virus de ARN) tales como infeccién
por VHC o VIH, o un método de tratamiento de inflamaciéon o un método de profilaxis de rechazo de trasplante de
6rgano, que comprende administrar por via oral a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una forma de
dosificacién farmacéutica segun esta invencion.

Una cantidad eficaz es una cantidad que da lugar a una respuesta biologicamente significativa (por ejemplo,
reduccion de la carga viral, reduccion de la inflamacion, etc.) y puede determinarla experimentalmente un experto.
Una cantidad eficaz puede estar normalmente en el intervalo de 1-1500 mg/dia, lo méas preferiblemente 25-
600 mg/dia (o 0,015-20 mg/kg, lo mas preferiblemente 0,35-9 mg/kg/dia), haciendo referencia dicha cantidad en
peso a la cantidad de principio activo de sangliferina en la forma de dosificacion.

Terapia de combinacion

Una sangliferina segun la invencion puede administrarse sola o en combinacién con otros agentes terapéuticos. La
administracion conjunta de dos (0 mas) agentes puede permitir usar dosis inferiores de cada uno, reduciendo asi los
efectos secundarios, puede conducir a una potencia mejorada y por tanto una SVR superior, y a una reduccion de la
resistencia.

Por tanto en una realizacion, la sangliferina se administra conjuntamente con uno o mas agentes terapéuticos para
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el tratamiento de infeccion por VHC, tomados de los tratamientos de normas asistenciales. Puede ser un interferén
(por ejemplo plFNa y/o ribavirina).

En una realizacion alternativa, se administra una sangliferina conjuntamente con uno o mas de otros agentes
antivirales, tales como un STAT-C (agente dirigido especificamente para el tratamiento de VHC) o DAA (agentes
antivirales de accién directa), que puede ser uno o mas de los siguientes: inhibidores no nucleosidicos 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 nucleosidicos o nucleotidicos de la polimerasa (por ejemplo 2’-
C-metilcitidina, 2’-C-metiladenosina, R1479, PSI-6130, R7128, R1626, PSI 7977 o IDX 184), inhibidores de la
proteasa (por ejemplo ABT-450, ACH-1625, Bl 201355, BILN-2061, BMS-650032, CTS 1027, danoprevir, GS 9256,
GS 9451, MK 5172, IDX 320, VX-950 (telaprevir), SCH503034 (boceprevir), TMC435350, MK-7009 (vaneprivir),
R7227/ITMN-191, EA-058, EA-063 o VX 985), inhibidores de NS5A (por ejemplo A-831, BMS 790052, BMS 824393,
CY-102 o PPI-461), silimarina, inhibidores de NS4b, inhibidores de serina C-palmitoiltransferasa, nitazoxanida o
inhibidores de la entrada viral (por ejemplo PRO 206).

En una realizacion alternativa, se administra una sangliferina conjuntamente con uno o mas de otros agentes
antivirales (tales como terapia antirretroviral de alta actividad (HAART)) para el tratamiento de VIH, que puede ser
uno o mas de los siguientes: inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa (NRTI) (por ejemplo emtricitabina
o tenofovir), inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa (NNRTI) (por ejemplo rilipivirina o efavirenz),
inhibidores de la proteasa (Pl) (por ejemplo ritonavir o lopinavir), inhibidores de fusion (por ejemplo maraviroc o
enfuvirtida), inhibidores de CCR5 (por ejemplo aplaviroc o vicriviroc), inhibidores de la maduracion (por ejemplo
bevirimat), anticuerpos monoclonales de CD4 (por ejemplo ibalizumab) e inhibidores de la integrasa (por ejemplo
eltiegravir).

En una realizacion alternativa, se administra una sangliferina conjuntamente con uno o mas de otros agentes
antivirales para el tratamiento de VHB, que pueden ser uno o mas de los siguientes: interferones (por ejemplo
interferén alfa o interferén alfa pegilado), analogos de nucleésidos o nucleétidos (por ejemplo lamivudina, entecauvir,
adefovir dipivoxil o telbivudina), otros inmunomoduladores (por ejemplo timosina alfa, CYT107 o DV-601) o
inhibidores de la HMG CoA reductasa (por ejemplo simvastatina).

Opcionalmente, la forma de dosificacién farmacéutica segun la invencion puede comprender uno o mas de otros
agentes terapéuticos, por ejemplo uno o mas de otros agentes antivirales y/o uno o mas de otros agentes
terapéuticos mencionados anteriormente.

Alternativamente, la forma de dosificacion farmacéutica de la invencion puede formar un kit de partes junto con una
0 mas de otras formas de dosificacion farmacéuticas que contienen uno o mas de otros agentes antivirales y/o uno o
mas de otros agentes terapéuticos mencionados anteriormente

Métodos generales

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

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

Se hizo crecer BIOT-4585 en agar de harina de avena a 28°C durante 7-10 dias. Se recogieron esporas de la
superficie de la placa de agar en glicerol estéril al 20% p/v en destilada y se almacenaron en alicuotas de 0,5 ml a
-80°C. Se uso la disolucion madre de esporas congelada para inocular medios de siembra SGS o SM25-3. Se
incubd el medio de siembra inoculado con agitacion entre 200 y 300 rpm con un alcance de 5,0 6 2,5 cm a 27°C
durante 24 horas. Se inoculd el medio de fermentacion SGP-2 o BT6 con el 2,5%-10% del cultivo de siembra y se
incubd con agitacion entre 200 y 300 rpm con un alcance de 5 6 2,5 cm a 24°C durante 4-5 dias. Después se recogid
el cultivo para la extraccion.

Analogos de meta-tirosina

Se adquirieron (2S)-2-amino-3-(6-hidroxi-(2-piridil))propanoato de metilo, éster metilico de L-3-aminofenilalanina,
éster metilico de L-4-metilmeta-tirosina, éster metilico de L-4-fluoro-meta-tirosina y éster metilico de L-4,5-difluoro-
meta-tirosina de Netchem (EE.UU.).

Se adquirieron DL-3-fluorofenilalanina y L-fenilalanina de Sigma (R.U.).

Se adquirié6 DL-meta-tirosina de Fluorochem (R.U.).
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Se adquirié L-meta-tirosina de Alfa Aesar (R.U.).

Se  sintetizaron DL-4-fluoro-meta-tirosina  (8), DL-5-fluoro-meta-tirosina  (9), 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo (10), 2-amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (11), 2-amino-3-(2-
fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (12) y 2-amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (13) de la
siguiente manera:

DL-4-fluoro-meta-tirosina (8)

0 CHO  BBrg HO CHO BnBr e CHO
o ot —
F F F
8-1 8-2 8.3
BzNHCH,CO,H o o MeOH o COMe
-~
NaOAc, Ac,O Bn”~ N NaOAc Bn m 2
- . - NHCOPh
F N=( F
Ph
34 8-5
H,Pd/C  HO CO,Me H*H,O HO;@/YCOZH
- . I
NH
E NHCOPh - )
8-6 3

A una disolucion de 8-1 (3 g, 19,5 mmol) en DCM seco (150 ml) se le anadié gota a gota BBrs (4 M en DCM, 14,6 ml,
58,5 mmol) a -70°C. Tras la adicion, se agit6 la mezcla de reaccién a -20°C durante 3 h, se afnadié cuidadosamente
agua con hielo y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se secaron sobre
Na>SOs, se filiraron y se concentraron. Se purifico el residuo mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice para
dar el compuesto deseado 8-2.

A una disolucién de 8-2 (0,9 g, 6,4 mmol) en acetona (40 ml) se le afiadid6 K.COs (2,2 g, 16 mmol) a temperatura
ambiente. Se agit6 la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante la noche. Se anadi6 agua y se elimin6
acetona a vacio, y después se extrajo con EtOAc, se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se secaron
sobre NaSO., se filtraron y se concentraron. Se purificd el residuo mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice
para dar el compuesto deseado 8-3.

Se agité una mezcla de 8-3 (1 g, 4,34 mmol), acido hipurico (860 mg, 4,80 mmol), NaOAc (400 mg) y Ac20 (2,2 ml) a
80°C durante 2 h. Se enfri6 la mezcla de reaccion amarilla y se afiadié EtOH frio (10 ml), se enfrié la mezcla en un
bafio de hielo durante 15 min y después se vertié en 30 ml de agua con hielo, se enfrié y se recogié el producto
mediante filtracion. Se sec6 el solido a vacio para proporcionar 8-4.

Se agit6é una disolucién de 8-4 (300 mg, 0,8 mmol) y NaOAc (71 mg, 0,87 mmol) en MeOH (50 ml) a temperatura
ambiente durante la noche. Se elimind el disolvente mediante evaporacion rotatoria y se disolvi6 el residuo en 50 ml
de EtOAc, se lavé la disolucion de EtOAc dos veces con agua y se concentré para dar 8-5.

Se hidrogené una disolucion de 8-5 (360 mg, 0,89 mmol) en MeOH (50 ml) sobre Pd al 10%/C (77 mg) a presién
normal durante 20 h. Tras la retirada del catalizador mediante filtracién, se evaporé el disolvente para dar el producto
8-6.

Se sometio una disolucion de 8-6 (210 mg) en HCI 3 N (10 ml) a reflujo durante 24 h, se concentrd la disolucién
hasta sequedad y se purific6 el residuo mediante cromatografia Combiflash de fase inversa para dar el producto
objetivo 8.

DL-5-fluoro-meta-tirosina (9) y 2-amino-3-(3-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (10)
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A una disolucién de 9-1 (20 g, 97,55 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml) se le afiadié gota a gota n-butil-litio (43 ml,
2,5 M, 107,3 mmol) a -78°C. Se agit6é durante 30 minutos y se afadié N,N-dimetilformamida (15,1 ml, 195,1 mmol) a
esta temperatura. Se agité durante otros 30 minutos y se retiré el bafo frio. Tras 1 hora, se extinguio la reaccion con
cloruro de amonio acuoso saturado. Se lavé la fase organica con agua y cloruro de sodio acuoso saturado, se seco
(sulfato de sodio), se filtré y se concentrd. Se purificd el residuo mediante cromatografia sobre silice para dar 9-2.

A una disolucion de 9-2 (6 g, 38,9 mmol) en DCM seco (200 ml) se le afiadi6 gota a gota BBr3 (4 M en DCM, 30 ml,
116,8 mmol) a -70°C. Tras la adicién, se agitd6 la mezcla de reaccion a -20°C durante 3 horas, se anadié
cuidadosamente agua con hielo y se extrajo con DCM. Se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se
secaron sobre NaxSQOs, se filtraron y se concentraron. Se purifico el residuo mediante cromatografia ultrarrapida
sobre silice para dar el compuesto deseado 9-3.

A una disolucién de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (4,64 g, 14 mmol) en DCM
(150 ml) se le anadié DBU (4,26 g, 28 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se afadi6 9-3 (1,95 g, 14 mmol)
y se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante la noche. Se diluyd la disolucién con EtOAc (150 ml),
se separ6 y se lavo la fase organica con HCI 1 N, se secé sobre Na SO, se filtr6 y se concentrd. Se purifico el
residuo mediante cromatografia ultrarrapida sobre silice para dar 9-4.

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

A una disolucion de 10 (300 mg, 1,4 mmol) en EtOH (30 ml) se le afnadi6 NaOH ac. (2 N, 4 ml), se agit6 la reaccion a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se eliminé el disolvente y se neutralizé el residuo a pH=6 con HCI 2 N y
se recogieron los cristales blancos que se formaron mediante filtracién para dar el compuesto objetivo 9.

2-Amino-3-(2-fluoro-5-hidroxifenil)propanoato de metilo (11)
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A una disolucién del compuesto 11-1 (1,4 g, 9 mmol) en 50 ml de DCM se le anadi6 gota a gota BBr3 (4M en DCM,
3,6 ml, 13,5 mmol) a -78°C. Tras la adicién, se agité la reaccion a -20°C durante 4 horas. Después se anadio
lentamente de hielo/agua, se separaron las fases, se lavaron las fases organicas con agua y salmuera, se secaron
sobre Na>SO4 y se evaporaron hasta sequedad. Se usé el residuo para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

A una disolucién de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (3 g, 9 mmol) en 100 ml de DCM
se le anadi6 DBU (2,8 g, 18 mmol) a temperatura ambiente, tras 10 min, se afadié el compuesto 11-2 (compuesto
bruto de la etapa anterior), se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se diluyé la disolucion con
DCM (50 ml), se lavé con HCI 1 N (20 ml), se secd sobre NaxSO4 y se evapord hasta sequedad. Se purifico el
residuo mediante cromatografia en gel de silice (éter de petréleo/acetato de etilo=5/1) para dar 11-3.

Se hidrogené una mezcla del compuesto 11-3 (500 mg, 1,5 mmol) en MeOH (20 ml) sobre 50 mg de Pd al 10%/C a
presion normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracién, se evapor6 el disolvente para
obtener el producto bruto, que se purificO mediante cromatografia Combiflash de fase inversa para obtener 11 como
un solido blanco.

2-Amino-3-(2-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (12)

o o
(MeO),P
BB OMe NHCbz
- 43-_ NHCbz = CO,Me
0 CHO CH.CI HO CHOC > HO
F 2l F DBU/CH,Cl, F

12-1 122 12-3
Pd/C, Hy CO;Me
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F 12

A una disolucién del compuesto 12-1 (1,4 g, 9 mmol) en 50 ml de DCM se le anadi6 gota a gota BBr3 (4M en DCM,
3,6 ml, 13,5 mmol) a -78°C. Tras la adicién, se agité la reaccion a -20°C durante 4 horas. Tras la adicién lenta de
hielo/agua, se separaron las fases, se lavé la fase organica con agua y salmuera, se secod sobre NaxSO4 y se
evaporé hasta sequedad. Se usé el residuo para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

A una disolucién de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (3 g, 9 mmol) en 100 ml de DCM
se le anadié DBU (2,7 ml, 18 mmol) a temperatura ambiente, tras 10 min, se anadi6é el compuesto 12-2 (compuesto
bruto de la etapa anterior), se agit6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se diluyé la disolucion con
DCM (100 ml), se lavd con HCI 1 N (30 ml), se sec6 sobre NaxSO4 y se evapord hasta sequedad. Se purificod el
residuo mediante cromatografia en gel de silice (éter de petrdleo/acetato de etilo = 5/1) para dar 12-3.

Se hidrogené una mezcla del compuesto 12-3 (500 mg, 1,44 mmol) en MeOH (10 ml) sobre 100 mg de Pd al 10%/C
a presion normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracion, se evaporé el disolvente para
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obtener el producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia Combiflash de fase inversa para obtener el
compuesto deseado 12 como un sélido blanco.

2-Amino-3-(2,6-difluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo (13)

F F
B11Br BuL1 DME/THF
HO BnO CHO
F F
13-1 13-2
o o0
(MeO)zp\HkOMe ; o
NHChz NHCbz H, Pd/C 2
R
" BnO N 00,Me HO COMe
DBU/CH,Cl, ’ F
13-3 13

A una disolucion de 2,4-difluorofenol (2 g, 15,4 mmol) en 50 ml DMF se le afadieron K»COs (3,2 g, 23,1 mmol) y
BnBr (2,2 ml, 18,5 mmol) a 0°C. Se agit6 la reaccién a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afadieron agua
(100 ml) y EA (200 ml), se lavaron las fases organicas con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na»SO4 y se evaporaron hasta sequedad. Se purificé el residuo mediante cromatografia en gel de silice (éter de
petréleo/acetato de etilo =10/1) para dar el producto bruto 13-1.

A una disolucién del compuesto 13-1 (2 g, 9 mmol) en 10 ml THF se le afiadi6 gota a gota n-BuLi (4 ml, 2,5 M) a
-78°C y se agité durante 30 min. Se afiadi6 DMF (1,3 g, 0,018 mmol) y se agit6 de nuevo durante 30 min. Después
se retird el bano frio y se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiente durante 1 hora antes de extinguirse
con agua. Se extrajo con acetato de etilo (20 ml x3), se sec6 sobre NaxSO4 y se evapord hasta sequedad. Se
purificé el residuo mediante cromatografia en gel de silice (éter de petrdleo/acetato de etilo =10/1) para dar 13-2
como un s6lido amarillo.

A una disolucién de 2-(benciloxicarbonilamino)-2-(dimetoxifosforil)acetato de metilo (728 mg, 2,2 mmol) en 20 ml de
DCM se le afadié6 DBU (319 mg, 2,1 mmol) a temperatura ambiente. Tras 10 min, se afiadié el compuesto 13-2
(500 mg, 2 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se diluyé la disoluciéon con DCM
(50 ml), se lavé con HCI 1 N (20 ml), se secd sobre Na,SO4 y se evapord hasta sequedad. Se purificd el residuo
mediante cromatografia en gel de silice (éter de petrdleo/acetato de etilo =5/1) para dar 13-3 como un aceite
amarillo.

Se hidrogend el compuesto 13-3 (600 mg, 1,32 mmol) en MeOH (20 ml) sobre 60 mg de Pd al 10%/C a presion
normal durante la noche. Tras la retirada del catalizador mediante filtracidn, se evapor6 el disolvente para obtener el
producto bruto, que se purifico mediante cromatografia Combiflash de fase inversa para obtener el compuesto
deseado 13 como un s6lido blanco.

Formula de medios

El agua usada para preparar los medios se prepar6 usando un sistema de purificacion de agua de calidad analitica
Millipore Elix.

Medio de siembra SGS

Componente (y proveedor) Férmula
Glucosa (Sigma, G7021) 7,509
Glicerol (Fisher Scientific, G/0650/25) 7,509
extracto de levadura (Becton Dickinson, 212770) 1,35¢
extracto de malta (Becton Dickinson, 218630) 3,759
almidén de patata (soluble) (Sigma, S2004) 7,50 ¢
NZ-amina A (Sigma, C0626) 2,509
harina de soja tostada, Nutrisoy (ADM, 063-160) 2509
L-asparagina (Sigma, A0884) 1,00 g
CaCOs (Calcitec, V/40S) 0,059
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NaCl (Fisher Scientific, S/3160/65) 0,059

KH2PO4 (Sigma, P3786) 0,25¢g

KoHPO, (Sigma, P5379) 0,509

MgSO4-7H-0 (Sigma, M7774) 0,109

disolucién de oligoelementos B 1,00 mi

agar 1,00 g

Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml

H>O por RO hasta un vol. final de **1,00 |

El pH previo a la esterilizacion se ajustd a pH 7,0 con NaOH 10 M/H2SO4 10 M.
Esterilizacién mediante calentamiento a 121°C, 20-30 min (tratamiento en autoclave).
Notas

*el antiespumante sélo se usa en fermentadores de siembra, NO en matraces de siembra.
**el volumen final se ajusta en consecuencia para tener en cuenta el volumen de siembra.

Disolucién de oligoelementos B

Componente Formula
FeSO4 7H20 (Sigma, F8633) 5,00 g
ZnS0O4-7H20 (Sigma, Z0251) 4,009
MnClz-4H20 (Sigma, M8530) 2,009
CuSO04-5H,0 (Aldrich, 20,919-8) 0,20 ¢
(NH4)sMo7024 (Fisher Scientific, A/5720/48) 0,20 ¢
CoClz-6H20 (Sigma, C2644) 0,10 ¢
H3sBOs (Sigma, B6768) 0,109
Kl (Alfa Aesar, A12704) 0,059
H>SO4 (95%) (Fluka, 84720) 1,00 ml
H>O por RO hasta un vol. final de 1,00 |

Medio de produccién SGP2

Componente Formula

harina de soja tostada (Nutrisoy) (ADM, 063-160) 20,00 ¢

Glicerol (Fisher Scientific, G/0650/25) 40,00 g

Tampdn MES (Acros, 172595000) 19,52 g

Antiespumante SAG471 (GE Silicones, SAG471) *0,20 ml

H>O por RO hasta un vol. final de **1,00 |

El pH previo a la esterilizacién se ajust6 a pH 6,8 con NaOH 10 M.

Esterilizacién mediante calentamiento a 121°C, 20-30 min (tratamiento en autoclave).
Notas

*el volumen final se ajusta en consecuencia para tener en cuenta el volumen de siembra.
**el antiespumante solo se usa en fermentadores, no en matraces.

Medio SM25-3 (también denominado SM25)

Componente

Glicerol (Fisher Scientific, G/0650/25) 409
Peptona de soja A3 SC (Organotechnie) 109
Extracto de malta (Difco) 21g
hasta un vol. final de 11

No se ajusta el pH previo a la esterilizacion (es decir, pH 7,0).
Medio ISP4

Componente
Almidén soluble (Difco) 109
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KzHPO4 1 g
MgSO4:7H20 19
NaCl 19
(NH4)2SO4 2 g
CaCOs 29
Disolucién de sales de oligoelementos ISP 1ml
Agar 209
hasta un vol. final de 11

Preparar una pasta con el almidén en un volumen pequefio de agua fria y se lleva a un volumen de 500 ml.

Anadir los demas componentes a la disolucion Il en 500 ml de agua, el pH debe estar entre pH 7,0 y pH 7,4 (pH 7,3).
Mezclar las dos disoluciones entre si y afnadir agar.

Sales de oligoelementos ISP

Componente

FeSO4-7H20 1 g
MnC|2-4H20 1 g
ZnSO4-7H20 1 g
hasta un vol. final de 11

Almacenar a 4°C.

Método de fermentacion general

Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 4,0 ml de disolucién madre de esporas a 400 ml
de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapon de espuma. Se llevd a cabo el cultivo durante 48 horas a
27°C y 250 rpm (alcance de 5,0 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 25 ml a 250 ml de medio de
produccion SGP2+HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapén de espuma. Tras 24 horas de cultivo a
24°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm), se anadieron 2 ml de una disolucién racémica 250 mM o enantioméricamente
pura 125 mM del precursor deseado en acido clorhidrico 1 M y 2 ml de una disolucién metandlica 250 mM de acido
DL-piperazico a cada matraz de produccion para dar una concentracion final de 1 mM de los enantiomeros
individuales de los precursores. Se continu6 el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm (alcance de
2,5cm).

Andlisis de caldos de cultivo mediante CL-UV y CL-UV-EM

Se anadieron caldo de cultivo (1 ml) y acetato de etilo (1 ml) y se mezclaron durante 15-30 min seguido por
centrifugacién durante 10 min. Se recogieron 0,4 ml de la fase organica, se evaporaron hasta sequedad y después
volvieron a disolverse en 0,20 ml de acetonitrilo.

Condiciones de HPLC:

Columna C18 Hyperclone BDS C18 de 3u, 4,6 mm x 150 mm

Equipada con una precolumna de seguridad Phenomenex Analytical C18 (KJ0-4282)

Temp. de columna a 50°C

Velocidad de flujo de 1 ml/min

UV de monitorizacién a 240 nm

Inyeccién de alicuota de 20 ul

Gradiente de disolventes:

0 min: el 55% de B

1,0 min: el 55% de B

6,5 min: el 100% de B

10,0 min: el 100% de B
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El disolvente A es agua + acido férmico al 0,1%

El disolvente B es acetonitrilo + acido formico al 0,1%

En estas condiciones SfA eluye a 5,5 min

En estas condiciones SfB eluye a 6,5 min

Se realiza CL-EM en un sistema de HPLC Agilent HP1100 integrado en combinacion con un espectrometro de
masas por electropulverizacién Bruker Daltonics Esquire 3000+ que funciona en modo de iones positivos usando la

cromatografia y los disolventes descritos anteriormente.

Método de CL-EM de QC

Condiciones de HPLC:

Columna C18 Hyperclone BDS C18 de 3u, 4,6 mm x 150 mm

Equipada con una precolumna Phenomenex Analytical C18 (KJ0-4282)

Temp. de columna a 50°C

Velocidad de flujo de 1 ml/min

UV de monitorizacién a 210, 240 y 254 nm

Gradiente de disolventes:
0 min: el 10% de B

2,0 min: el 10% de B

15 min: el 100% de B

17 min: el 100% de B
17,05 min: el 10% de B

20 min: el 10% de B

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

El disolvente B es acetonitrilo + acido férmico al 0,1%

Condiciones de EM:

La EM funciona en modo de conmutacion (conmutando entre positivo y negativo), barriendo desde 150 hasta

1500 uma.

Analisis de 24 mediante HPLC en el estudio de capsulas

Se analiz6 24 mediante HPLC usando los siguientes parametros

Paradmetro Configuracién

Sistema: Serie Agilent 1200

Columna: Columna Phenomenex Hyperclone BDS C18 de 3u, 4,6 mm x 150 mm
Fase movil: El disolvente A es agua + acido férmico al 0,1%

El disolvente B es acetonitrilo + acido férmico al 0,1%

Volumen de inyeccion:

20 ml

Velocidad de flujo:

1 ml/min
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Temperatura de columna: 50°C

Tiempo de ejecucion: 20 min

Deteccion: Detector UV Agilent, 276 nm
Gradiente: 0 min: el 10% de B

2,0 min: el 10% de B
15 min: el 100% de B
17 min: el 100% de B
17,05 min: el 10% de B
20 min: el 10% de B

Evaluacién in vivo de farmacocinética oral e intravenosa

Para sangliferinas, se analiza sangre completa. Se formulan compuestos en el 5% de etanol / el 5% de Cremophor
EL / el 90% de solucidn salina para la administracion tanto v.o. como i.v. A grupos de 3 ratones CD1 macho se les
administran dosis de o bien 1 mg/kg i.v. o bien 5 6 10 mg/kg v.o. Se extraen muestras de sangre (40 ml) a través de
la vena safena, antes de la dosis y a las 0,25, 0,5, 2, 8 y 24 horas, y se diluyen con una cantidad igual de dH2O y se
colocan inmediatamente en hielo seco. Se almacenan las muestras a -70°C hasta el analisis. Se determina la
concentracién de la sangliferina o del compuesto original en la muestra mediante CL-EM de la siguiente manera: a
20 pl de sangre:H>0O (1:1, v/v)/muestra de PK se le afiaden 20 pl patrén interno (hidroximacrociclo, 6) a 100 ng/ml,
20 pl disolucion de trabajo/MeOH y 150 pl de ACN, se agitan con vértex durante 1 minuto a 1500 rpm, y se
centrifugan a 12000 rpm durante 5 min. Después se inyecta el sobrenadante en CL-EM/EM. Se representan
graficamente las concentraciones en sangre a lo largo del transcurso del tiempo y se usan para derivar el area bajo
la curva de concentracion en sangre completa-tiempo (AUC, que es directamente proporcional a la cantidad total de
farmaco sin modificar que alcanza la circulacion sistémica). Estos valores se usan para generar parametros de PK
cuando es posible.

Evaluacion in vitro de la estabilidad en condiciones acidas y neutras
Disoluciones en DMSO de compuesto de prueba

Se prepararon disoluciones en DMSO 1 mM de compuestos que iban a someterse a prueba y se mezclaron en
Vibrax para garantizar que el compuesto se disolvia completamente.

Disoluciones de prueba
Se prepararon las siguientes disoluciones para someter a prueba los compuestos:

Disolucién de PBS: se afadieron 2 comprimidos de solucion salina tamponada con fosfato (Dulbecco A) (Oxoid,
BR0014G) a 200 ml de agua destilada y se agitdé para mezclar. Se midi6 que el pH era de 7,28.

Fluido intestinal simulado (SGF): se afiadieron 300 ul de HCI conc. a 50 ml de agua destilada y se mezclaron. Se
midié que el pH era de 1,21.

Fluido intestinal simulado + pepsina: se afiadieron 300 ul de HCI conc. y 1 g de pepsina (de mucosa géstrica porcina,
Sigma) a 50 ml de agua destilada y se mezclaron mediante agitacion durante 1 h.

SGF + pepsina desnaturalizada: se llevaron 900 ul de disolucion de enzima acida a un tubo Eppendorf de 2 ml y se
calentaron a 99°C en un bafo de agua durante 30 min.

Las disoluciones de enzima &cida y de enzima desnaturalizada acida se prepararon nuevas cada dia, mientras que
las disoluciones de PBS y &cido se almacenaron a 4°C cuando no se usaban.

Se calentaron previamente tubos Eppendorf que contenian 900 ul de disoluciones de prueba en un bafo de agua a
37°C. At =0, se afadieron 100 ul de compuesto de prueba (disolucién en DMSO 1 mM) a la disolucién de prueba y
se mezclaron. Se tomaron inmediatamente 100 ul y se mezclaron con 900 ul de acetonitrilo en un vial para CL de
vidrio ambar. Se analizaron 50-100 ul de la muestra mediante HPLC, integrando los picos UV de los compuestos
para determinar la degradacién a lo largo del tiempo. Se midié la sangliferina A a su Amax de 240 nm; se midieron 33,
45y 24 a su Amax de 276 nm.

Se tomaron muestras adicionales de la misma manera para el andlisis a aproximadamente t = 0,33, 0,67, 1,0, 2,67 y
4,67 h. Se realiz6 un analisis final a t = >30 para confirmar el punto final de la reaccion.

También se prepararon controles de disoluciones en DMSO de compuestos de prueba en 900 ul de DMSO y se

trataron de la misma manera, analizadndose las muestras at =0, t =8 y t = >30 h. Se calcularon las semividas a
partir de los datos generados.
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Evaluacion de la estabilidad en hepatocitos

Se colocan hepatocitos crioconservados, previamente almacenados en nitrégeno liquido, en un bafo de agua con
agitacion a 37 + 1°C durante 2 min = 15 s. Después se afiaden los hepatocitos a un volumen de 10X de tampén de
bicarbonato de Krebs-Henseleit (KHB) previamente calentado (glucosa 2000 mg/l, sin carbonato de calcio ni
bicarbonato de sodio, Sigma), se mezclan suavemente y se centrifugan a 500 rpm durante 3 minutos. Tras la
centrifugacién, se retira cuidadosamente el sobrenadante y se afiade un volumen de 10X de tamp6n KHB
previamente alentado para resuspender el sedimento celular. Se mezcla esto suavemente y se centrifuga a 500 rpm
durante 3 minutos. Después se retira el sobrenadante y se descarta. Después se determinan la viabilidad celular y el
rendimiento mediante recuentos celulares, y se usan estos valores para generar suspensmnes de hepatocitos
humanos a la densidad de siembra apropiada (densidad de células viables = 2 x 10° células/ml). Se prepara una
disolucién de dosificacién 2X en KHB previamente calentado (DMSO al 1%) (disolucion de adicién conocida 200 uM:
20 pl de disolucion madre de sustrato (10 mM) en 980 ul de DMSO, disolucion de dosificacion 2X: 10 ul de
disolucién de adicion conocida 200 uM en 990 ul de KHB (2 uM tras la dilucién).

Se anaden 50 pl de disolucion de dosificacion 2X prewamente calentada a los pocillos y se anaden 50 ul de
disolucién de hepatocitos previamente calentada (2 x 10° células/ml) y se comienza la temporizacién. Después se
incuba la placa a 37°C. Se anaden 100 ul de acetonitrilo que contiene patrén interno a cada uno de los pocillos tras
transcurrirse el tiempo de incubacion (0, 15, 30, 60 y 120 mlnutos) se mezcla suavemente y se afaden 50 ul de
disolucién de hepatocitos previamente calentada (2 x 10° células/ml). Al final de la incubacién, se determina la
viabilidad celular. Se centrifugan las muestras a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se diluyen los sobrenadantes 2
veces con agua ultrapura y se analizan los niveles de compuestos mediante CL-EM/EM.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Construccion de un mutante de delecion de sfaA de Streptomyces sp. A92-308110 (DCM9954)
1.1 Construccion del constructo de delecion de sfaA

Se escindi6 el fragmento de EcoRV-Stul de ~7 kb del cosmido TL3006 (SEQ ID NO. 3), que abarca sfaA (posicién
de nucledtido 14396-21362, numero de registro de secuencia de NCBI FJ809786), mediante digestién con EcoRV y
Stul y se ligo el fragmento aislado resultante directamente en pKC1139 que se habia digerido previamente con
EcoRV vy se tratd con fosfatasa alcalina de gamba (Roche). Este plasmido se denomind pSGK268.

Se realiz6 una deleciéon en marco del gen de sfaA contenido dentro de este clon usando el kit de recombinacion
Red/ET suministrado por Gene Bridges (nUmero de catalogo K006).

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

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

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

Se transformé el plasmido pSGK268 en E. coli DH10B usando técnicas convencionales y se seleccioné en placas
que contenian apramicina (50 pug/ml). Se realiz6 la introduccion del constructo de delecion esencialmente siguiendo
el protocolo del kit de Gene Bridges. Se hizo crecer una Unica colonia durante la noche en apramicina 2TY
(50 nug/ml) y se transformé con el plasmido pRedET (tet) y se seleccion6 en apramicina (50 pg/ml) y tetraciclina
(3 ug/ml) a 30°C. Se us6 una unica colonia para preparar un cultivo durante la noche de esta cepa en 3 ml de
apramicina 2TY (50 pg/ml) y tetraciclina (3 pg/ml) a 30°C. Se usaron 0,5 ml de este cultivo para inocular 10 ml de
apramicina 2TY (50 ug/ml) y tetraciclina (3 ug/ml) a 30°C y se hicieron crecer hasta una DOgypo nm ~0,5. Se
transfirieron 1,4 ml de este cultivo a cada uno de 2 tubos Eppendorf y se afiadieron 50 pul de arabinosa al 10% a un
tubo para inducir la expresién de las proteinas de recombinacion Red/ET. Se agitaron los tubos durante ~1 hora a
37°C. Se sedimentaron las células inducidas y no inducidas en una centrifuga de sobremesa y se lavaron dos veces
con agua estéril helada; resuspendiendo y centrifugando para sedimentar las células cada vez. Se suspendieron los
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sedimentos resultantes en aproximadamente 30-40 ul de agua y se mantuvieron en hielo. Se afadié el fragmento de
alteracion de 1,7 kb anteriormente aislado a los tubos inducidos y no inducidos y se transfirié a electrocubetas Biorad
de 1 mm en hielo. Se sometieron las muestras a electroporacion (Biorad Micropulser a 1,8kV, constante de tiempo
resultante ~4 ms) y se anadié 1 ml de 2TY (sin antibidticos) y se mezclaron para retirar las células de la cubeta. Se
incubaron las células durante ~3 horas a 37°C con agitacion (1100 rpm, Eppendorf Thermomixer compacta) antes
de sembrar en placas de 2TY que contenian apramicina (50 ug/ml) y kanamicina 25 pg/ml e incubar durante la
noche a 37°C. Se cultivaron en lineas colonias de las placas de muestra inducidas sobre placas de 2TY que
contenian kanamicina a 50 pg/ml para purificar y confirmar la introduccién del casete de resistencia a la kanamicina.
Se usdé PCR con colonias bacterianas individuales para confirmar la introduccion del casete. Se prepararon
plasmidos a partir de estos cultivos y se digirieron para confirmar el plasmido previsto pSGK270. Después se
digirieron los plasmidos con Nsil para retirar el fragmento de marcador, y volvi6 a ligarse el resto para producir el
constructo con delecion en marco de sfaA, pSGK271.

1.2 Conjugacion de Streptomyces sp. A92-308110 (DSM9954) e introduccion de una delecion de sfaA

Se transformd el plasmido pSGK271 en E. coli ET12567 pUZ8002 usando técnicas convencionales y se selecciono
en placas de 2TY que contenian apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol (10 ug/ml). Se inocul6
la cepa resultante en 3 ml de 2TY liquido que contenia apramicina (50 ug/ml), kanamicina (25 ug/ml) y cloranfenicol
(10 pg/ml) y se incubé durante la noche a 37°C, 250 rpm. Se usaron 0,8 ml de este cultivo para inocular 10 ml de
2TY liquido que contenia apramicina (50 pug/ml), kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol (10 pug/ml) en un tubo Falcon
de 50 ml y se incubaron a 37°C 250 rpm hasta que se alcanzé una DOgoo nm ~0,5. Se centrifug6 el cultivo resultante
a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C, se lavo dos veces con 10 ml de medios 2TY usando centrifugacion para
sedimentar las células tras cada lavado. Se resuspendié el sedimento resultante en 0,5 ml de 2TY y se mantuvo en
hielo antes de su uso. Se sincronizé este procedimiento para que coincidiera con la terminacién de la preparacion de
esporas de Streptomyces descrita a continuacion.

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

Se mezclaron E. coli ET12567 pUZ8002 pSGK271 y Biot-4370 preparadas a razones de 1:1 (250 ul de cada cepa) y
1:3 (100 pul de E. coli) y se extendieron inmediatamente sobre placas R6 y se transfirieron a una incubadora a 37°C.
Tras aproximadamente 2 horas de incubacion, se recubrieron estas placas con 2 ml de agua estéril que contenia
acido nalidixico para dar una concentracién en placa final de 25 pg/l. Se devolvieron las placas a la incubadora a
37°C durante la noche antes de recubrir con 2 ml de agua estéril que contenia apramicina para dar una
concentracién en placa final de 20-25 pg/l. Se fijaron colonias ex-conjugantes que aparecian tras ~4-7 dias a medios
ISP4 que contenian apramicina (25 pg/l) y acido nalidixico (25 ug/l) y se incubaron a 37°C. Una vez observado un
crecimiento micelial adecuado, volvieron a fijarse las cepas a medios ISP4 que contenian apramicina (25 ug/l) a
37°C y se dejo que produjeran esporas. Después se subcultivaron las cepas tres veces (para fomentar la eliminacion
del plasmido sensible a la temperatura) mediante fijacién a ISP4 (sin antibiético) e incubacién a 37°C durante 3-
4 dias. Finalmente se fijaron las cepas a ISP4 y se incubaron a 28°C para permitir una esporulacién completa (5-
7 dias). Se recogieron las esporas y se diluyeron en serie sobre placas de ISP4 a 28°C para permitir la seleccion de
colonias individuales. Se fijaron doblemente las colonias individuales esporuladas a placas de ISP4 con o sin
apramicina (25 ug/l) para confirmar la pérdida de plasmido y se dej6 que crecieran ~ 7 dias antes de someter a
prueba para determinar la produccién de sangliferinas.

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

Se usd un Unico tapdn de agar de ~7 mm de una cepa con buena produccién de esporas para inocular 7 ml de
medios SM25-3 estériles y se incubd a 27°C, 200 rpm en un agitador con un alcance de 2”. Tras 48 horas de
crecimiento se transfirieron 0,7 ml de este cultivo a un tubo Falcon esterilizado que contenia 7 ml de medios SGP2
con resina de HP20 al 5%. Se hicieron crecer los cultivos a 24°C, 300 rpm en una incubadora con agitaciéon con un
alcance de 1 pulgada durante 5 dias antes de la cosecha. Se retiraron 0,8 ml de cultivo bacteriano y se transfirieron
alicuotas a un tubo Eppendorf de 2 ml garantizando una dispersién adecuada de la resina a lo largo de todo el
cultivo antes de transferir las alicuotas. Se anadieron 0,8 ml de acetonitrilo y 15 pl de acido férmico y se mezclo el
tubo durante aproximadamente 30 minutos. Se aclaré la mezcla mediante centrifugacion y se retiraron 170 pl del
extracto a un vial de HPLC y se analizaron mediante HPLC.

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

Se analizaron extractos de cepas mediante HPLC. Las cepas que produjeron sangliferina A y B no se analizaron
adicionalmente ya que éstas habian vuelto al tipo natural. Las cepas que carecian de produccion de sangliferina A 'y
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B mostraron pequefios niveles (~1-2 mg/l) de un pico con un tiempo de retencién de 6,5 minutos que presentaba un
cromoforo de tipo sangliferina. El andlisis mediante CL-EM indicé que este pico tenia una m/z de 1073, -16 unidades
con respecto a la m/z prevista de sangliferina. Se postuldé que este pico se debia a la incorporacion de fenilalanina
en ausencia de meta-hidroxitirosina.

Posteriormente volvieron a hacerse crecer ocho cepas que mostraban pérdida de produccién de sangliferina para
evaluar si la posible mutacion de sfaA podia complementarse quimicamente permitiendo un procedimiento
mutasintético para producir sangliferinas novedosas. Se hicieron crecer las cepas en medios de siembra SM25-3
durante 48 horas antes de la transferencia a medios de produccion SGP2 con resina al 5%. Tras 24 horas de
crecimiento adicionales, se alimento por triplicado a las cepas DL-meta-hidroxitirosina 2 mM (adicion de 100 ul de
una disoluciéon 0,16 M en HCI 1 M) o L-fenilalanina 2 mM uséandose una cepa sin alimentacion como control.
También se aliment6 a las cepas acido pipecdlico (2 mM en metanol) para potenciar los rendimientos de producto.
Se recogieron cepas tras 4 dias de crecimiento adicionales y se extrajeron y se analizaron mediante HPLC. Se
mostré que meta-hidroxi-tirosina complementaba completamente la mutaciéon de sfaA y la adicién de L-fenilalanina
aumenté los niveles del compuesto de -16 uma. Se eligi6 la cepa Biot-4585 para estudiarla adicionalmente como
mutante de delecion de sfaA.

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

Pueden usarse otros métodos para generar mutantes de delecién de sfaA. Los ejemplos incluyen mutantes de
inactivacion por insercion de sfaA (tal como ejemplo 12 del documento W0O2010/034243). Se genero esta cepa tal
como se describe en el documento W0O2010/034243, y se le dio la denominacién de cepa BIOT-4452.

Ejemplo 3 — Alimentacién en matriz del mutante de delecion de sfaA

Se prepararon disoluciones madre de esporas de un mutante con alteracion en sfaA (BIOT-4452 o BIOT-4585) tras
el crecimiento en medio MAM, ISP4, ISP3 o ISP2, y se conservaron en glicerol al 20% p/v en agua destilada y se
almacenaron a -80°C. Se prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) inoculando disolucion madre de
esporas (1% v/v) en 7 ml de medio de siembra (medio SM25) en tubos de centrifuga de 50 ml con tapones de
espuma. Se incubaron los tubos de cultivo a 27°C, 250 rpm (alcance de 5 cm) durante 48 h. A partir del cultivo de
siembra se transfiri6 el 10% (v/v) a 7 ml de medio de produccion SGP-2 en tubos de centrifuga de 50 ml con tapones
de espuma. Se llevd a cabo el cultivo a 24°C y 300 rpm (alcance de 2,5 cm). Para la produccion de sangliferinas
mutasintéticas, se afiadieron 0,05 ml de una disolucion 0,32 M (en HCI 1 N) del compuesto de alimentacion
(mutasintén) a cada tubo a las 24 horas tras la inoculacién para dar una concentracion final de 2 mM.
Adicionalmente, se afadieron 0,05 ml de una disoluciéon 0,32 M de acido piperazico (en metanol) a cada tubo a las
24 horas para dar una concentracion final de 2 mM. Se continud el cultivo durante cuatro dias adicionales tras la
alimentacion.

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

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

Tabla 1
mutasintén nombre de mutasintén [M-H] [M+Na]* masa tiempo de
alimentado observada | observada | molecular retencion
(m/z) (m/z) (uma) (minutos)
Ho Cl | 4eido 2-amino-3-(4-fluoro-3- | 1106,4 1130,4 1107,4 55
le hidroxifenil)propanoico
HO CoH - Jeido 2-amino-3-(3-fluoro-5- | 1106,4 11304 1107 ,4 5,7
Q/\N:h hidroxifenil)propanoico
i
HOUYC%“S 2-amino-3-(3-fluoro-5- 1106,4 1130,4 1107,4 5,7
NH; hidroxifenil)propionato de metilo
v
RO COMe | (S)-2-amino-3-(3-hidroxi-4- 1102,5 1126,7 1103,5 6,0
" m metilfenil)propanoato de metilo
=3
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L COIL | &cido 2-amino-3-(3- | 1090,4 1114,5 1091 6,1
mlz fluorofenil)propanoico
o B come | (25)-2-amino-3-(3-hidroxilo(2- 1089,5 1113,7 1090,5 4,4
W . piridil))propanoato de metilo
. NI,
HG CoMe | 2-amino-3-(2-fluoro-5- 1106,5 1130,6 1107,5 5,5
mh hidroxifenil)propanoato de metilo
F . 2-amino-3-(2-fluoro-3- 1106,5 1130,6 1107,5 5,1
HO\©/Y’““NE hidroxifenil)propanoato de metilo
NH,
F 2-amino-3-(2,6-difluoro-3- 1124,4 1148,5 1125,5 5,1
HO@T}/POZME hidroxifenil)propanoato de metilo
N-Fﬁ
£ V2

Ejemplo 4 - aislamiento de 63-fluoro-sangliferina A, compuesto 14

Se llev6 a cabo la fermentacién tal como se describe en los métodos generales usando 2-amino-3-(3-fluoro-5-
hidroxifenil)propanoato de metilo y acido DL-piperazico como precursores, se afiadieron ambos a las 26 horas.

Tras la recogida, se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido férmico y se
centrifugaron (3300g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descart6 el caldo
aclarado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron
las células y la resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperd el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacion o bien dejandolo reposar por gravedad. Después se llevd a
cabo una segunda extraccién en acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron
los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presion reducida y después se
ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta
sequedad a presidn reducida para dar el producto bruto final (1,3 g).

Se disolvid el extracto bruto (1,3 g) en acetato de etilo (2 ml) y se cargd sobre una columna de gel de silice (10 x
2 cm) acondicionada con acetato de etilo (500 ml). Se eluy6 la columna con acetato de etilo y después con
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de
aproximadamente 250 ml y se identificé el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron
hasta sequedad. Se disolvid este material (278 mg) en metanol (1,8 ml) y se purific6 mediante HPLC preparativa. Se
us6 una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrometros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min.
El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empled la columna de manera isocratica al 50% de B
durante 6 minutos tras la inyeccion seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron
las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presion
reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino (20 mg).

Ejemplo 5 - Aislamiento de 62,63-fluoro-sangliferina A, compuesto 15

Se llevé a cabo la fermentacion tal como se describe en los métodos generales usando (S)-2-amino-3-(3,4-difluoro-
5-hidroxifenil)propanoato de metilo y acido DL-piperazico como precursores, se afiadieron ambos a las 26 horas.

Tras la recogida, se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con &cido férmico y se
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descarté el caldo
aclarado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron
las células y la resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recupero el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacion o bien dejandolo reposar por gravedad. Después se llevd a
cabo una segunda extraccién en acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron
los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presion reducida y después se
ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta
sequedad a presién reducida para dar el producto bruto final (1,6 g).

Se disolvié el extracto bruto (1,6 g) en 2 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (10 x
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y después con
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de
aproximadamente 250 ml y se identificé el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron
hasta sequedad. Se disolvio este material (188 mg) en 1,8 ml de metanol y se purific6 mediante HPLC preparativa.
Se us6 una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrometros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21
ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se emple6 la columna de manera isocratica al
50% de B durante 6 minutos tras la inyeccién seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presién reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un
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sélido amorfo blanquecino (15 mg).
Ejemplo 6 - Aislamiento de 62-fluoro-sangliferina A, compuesto 16

Se emplearon los precursores (S)-2-amino-3-(4-fluoro-3-hidroxifenil)propanoato de metilo y acido DL-piperazico. Se
llevé a cabo segun el método general con la excepcidon de que los precursores se afiadieron a las 27 horas.

Tras la recogida, se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con &cido férmico y se
centrifugaron (3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descarté el caldo
aclarado tras haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron
las células y la resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador magnético. Se recuperd el
extracto de acetonitrilo o bien mediante centrifugacion o bien dejandolo reposar por gravedad. Después se llevd a
cabo una segunda extraccién en acetonitrilo de las células y la resina en las mismas condiciones.

Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presién
reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas
combinadas hasta sequedad a presién reducida para dar el producto bruto aceitoso final (4,2 g).

Se disolvid el extracto bruto (4,2 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (15 x
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y después con
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de
aproximadamente 250 ml y se identificd el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron
hasta sequedad. Se disolvi6 este material (390 mg) en 2,4 ml de metanol y se purific6 mediante HPLC preparativa.
Se us6 una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrometros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21
ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empled la columna de manera isocratica al
50% de B durante 6 minutos tras la inyeccién seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se
identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad
a presion reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino (38 mg).

Ejemplo 7 - Aislamiento de 62-metil-sangliferina A, compuesto 17

Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 0,4 ml de disolucion madre de esporas a 400 ml
de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapon de espuma. Se llevo a cabo el cultivo durante 48 horas a
27°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de
produccion SGP2+HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapén de espuma. Tras 24 horas de cultivo a
24°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm), se afadieron 2 ml de una disolucién 200 mM de (S)-2-amino-3-(3-hidroxi-4-
metilfenil)propanoato de metilo en acido clorhidrico 1 M y 2 ml de una disolucién metanélica 400 mM de acido DL-
piperazico a cada matraz de produccién para dar una concentracion final de 1 mM de los enantiomeros individuales
de los precursores. Se continué el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm).

Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido férmico y se centrifugaron
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descart6 el caldo aclarado tras
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la
resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto
de acetonitrilo dejandolo reposar por gravedad. Después se llevé a cabo una segunda extraccion en acetonitrilo de
las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta
obtener un volumen acuoso residual a presién reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con
acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta sequedad a presion reducida para dar el
producto bruto final (7,6 g).

Se disolvié el extracto bruto (7,6 g) en 5 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (15 x
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y después con
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de
aproximadamente 250 ml y se identificd el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron
hasta sequedad. Se disolvié este material (319 mg) en 2,4 ml de metanol y se purific6 mediante HPLC preparativa.
Se us6 una columna Waters Xterra MSC18 (10 micrometros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a
21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se empled la columna de manera isocratica al
50% de B durante 6 minutos tras la inyeccién seguido por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se
identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad
a presion reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un sélido amorfo blanquecino (14,9 mg).

Ejemplo 8 - Aislamiento de 61-deshidroxi-sangliferina A, compuesto 18

Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 0,4 ml de disolucion madre de esporas a 400 ml
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de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 | con tap6n de espuma. Se llevo a cabo el cultivo durante 48 horas a
27°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 500 ml a 4,5 | de medio de
produccion SGP2+HP20 al 5% en un fermentador Applikon de 7 | y se cultivaron a 24°C, 400 rpm (control de DOT
en cascada), flujo de aire de 2,5 I/min y DOT al 30% (control de agitacion en cascada). Tras 24 horas de cultivo, se
anadieron 7,5 ml de una disolucién 667 mM de &cido (S)-2-amino-3-fenilpropanoico en &cido clorhidrico 1 M al
fermentador para dar una concentracién final de 1 mM del precursor. Se continué el cultivo durante cuatro dias
adicionales a 24°C, 400 rpm (control de DOT en cascada), flujo de aire de 2,5 I/min y DOT al 30% (control de
agitacion en cascada).

Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido férmico y se centrifugaron
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descart6 el caldo aclarado tras
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la
resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto
de acetonitrilo dejandolo reposar por gravedad. Después se llevd a cabo una segunda extraccion en acetonitrilo de
las células y la resina en las mismas condiciones, pero recuperandose el segundo extracto mediante centrifugacion.
Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen acuoso residual a presion
reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se llevaron las fases organicas
combinadas hasta sequedad a presién reducida para dar el producto bruto final (55 g).

Se suspendio el extracto bruto (55 g) en metanol al 80% en agua y se extrajo con 300 ml de hexano dos veces. Se
encontré el compuesto objetivo en la parte de metanol/agua y se llevé hasta sequedad. Se disolvié este extracto
seco (48 g) en 30 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (20 x 5 cm) acondicionada
con 1 | de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y después con aumentos graduales de acetona
(10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml y se identifico el
compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvié este material
(813 mg) en metanol y se purific6 mediante HPLC preparativa. Se usé una columna Waters Xterra MSC18
(10 micrometros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B
era acetonitrilo. Se empled la columna de manera isocratica al 50% de B durante 6 minutos tras la inyeccién seguido
por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se
combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presidén reducida para proporcionar el compuesto
objetivo como un sélido amorfo blanquecino (34 mg).

Ejemplo 9 - Aislamiento 58-des(3-hidroxifenil)-58-(3-hidroxi-(2-piridil)-sangliferina A, compuesto 19

Se emplearon los precursores (2S)-2-amino-3-(3-hidroxi-(2-piridil))propanoato de metilo y acido DL-piperazico. Se
llevd a cabo segun el método general con la excepcion de que el alcance de la incubadora durante el cultivo
vegetativo (de siembra) era de 2,5 cm.

Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido férmico y se centrifugaron
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descart6 el caldo aclarado tras
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la
resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto
de acetonitrilo dejandolo reposar por gravedad. Después se llevé a cabo una segunda extraccion en acetonitrilo de
las células y la resina en las mismas condiciones. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta
obtener un volumen acuoso residual a presién reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con
acetato de etilo y se llevaron las fases organicas combinadas hasta sequedad a presion reducida para dar el
producto bruto final (7 g).

Se disolvid el extracto bruto (7 g) en 4 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (15 x
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y después con
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo hasta el 100% acetona, después del 1%
de metanol gradualmente al 5% de metanol en acetona). Se recogieron fracciones de aproximadamente 250 ml y se
identifico el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron hasta sequedad. Se disolvi6 este
material (204 mg) en metanol y se purifico mediante HPLC preparativa. Se usé una columna Waters Xterra MSC18
(10 micrémetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El disolvente A era agua y el disolvente B
era acetonitrilo. Se empled la columna de manera isocratica al 50% de B durante 6 minutos tras la inyeccién seguido
por un gradiente hasta el 100% de B a los 30 minutos. Se identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se
combinaron. Se llevaron estas fracciones hasta sequedad a presidn reducida para proporcionar el compuesto
objetivo como un sélido amorfo blanquecino (4 mg).

Ejemplo 10 - Aislamiento de 61-deshidroxi-61-fluoro-sangliferina A, compuesto 20
Se descongelaron disoluciones madre de esporas crioconservadas de BIOT-4585 a temperatura ambiente. Se
prepararon cultivos vegetativos (cultivos de siembra) transfiriendo 0,4 ml de disolucion madre de esporas a 400 ml

de medio SM25 en matraces Erlenmeyer de 2 | con tap6n de espuma. Se llevod a cabo el cultivo durante 48 horas a
27°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm). A partir del cultivo de siembra se transfirieron 20 ml a 400 ml de medio de
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produccion SGP2+HP20 al 5% en matraces Erlenmeyer de 2 | con tapén de espuma. Tras 24 horas de cultivo a
24°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm), se anadieron 2 ml de una disolucién 400 mM de &cido 2-amino-3-(3-
fluorofenil)propanoico en &cido clorhidrico 1 My 2 ml de una disolucién metanoélica 400 mM de acido DL-piperazico a
cada matraz de produccién para dar una concentracion final de 1 mM de los enantiémeros individuales de los
precursores. Se continud el cultivo durante cuatro dias adicionales a 24°C y 250 rpm (alcance de 2,5 cm).

Se combinaron los caldos de cultivo y se ajustaron a aproximadamente pH 3 con acido férmico y se centrifugaron
(3300 g) durante 25 min para separar las células y la resina del caldo aclarado. Se descart6 el caldo aclarado tras
haber confirmado el ensayo que estaba presente menos del 5% del compuesto objetivo. Se agitaron las células y la
resina con 2 volumenes de acetonitrilo durante 1 h usando un agitador de paletas superior. Se recuperé el extracto
de acetonitrilo dejandolo reposar por gravedad. Después se llevd a cabo una segunda extraccion en acetonitrilo de
las células y la resina en las mismas condiciones. Se obtuvo un tercer extracto mediante centrifugacion de la mezcla
de células residuales y resina. Se concentraron los extractos de acetonitrilo combinados hasta obtener un volumen
acuoso residual a presion reducida y después se ajustaron a pH 6. Se extrajo dos veces con acetato de etilo y se
llevaron las fases organicas combinadas hasta sequedad a presion reducida para dar el producto bruto final (10,5 g).

Se disolvid el extracto bruto (10,5 g) en 7 ml de acetato de etilo y se cargd sobre una columna de gel de silice (15 x
2 cm) acondicionada con 500 ml de acetato de etilo. Se eluyé la columna con acetato de etilo y después con
aumentos graduales de acetona (10%, 20%, 30%, etc. en acetato de etilo). Se recogieron fracciones de
aproximadamente 250 ml y se identificd el compuesto objetivo mediante CL analitica, se combinaron y se llevaron
hasta sequedad. Se disolvié este material (342 mg) en metanol y se purifico mediante HPLC preparativa. Se us6 una
columna Waters Xterra MSC18 (10 micrémetros, 19 cm x 250 mm) con disolvente bombeado a 21 ml/min. El
disolvente A era agua y el disolvente B era acetonitrilo. Se emple6 la columna de manera isocratica at 53% de B
durante 30 minutos tras la inyeccion. Se identificaron las fracciones puras mediante HPLC-UV y se combinaron. Se
llevaron estas fracciones hasta sequedad a presion reducida para proporcionar el compuesto objetivo como un
sélido amorfo blanquecino (6 mg).

Ejemplo 11 - Sintesis de (2-(1,2-oxazinan-2-il)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo

/J\/ P"‘OEt

k/CI P(OEU
s @ SRt
HCl

211 21-2 21

A una disolucién de 21-1 (ChemCollect, Alemania) (100 mg, 0,81 mmol), EtsN (246 mg, 2,43 mmol) en DCM seco
(5 ml) se le anadié gota a gota cloruro de cloroacetilo (138 mg, 1,22 mmol). Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente durante 3 h, se verti6 en agua con hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavd la fase
organica con salmuera y se secO sobre Na>SOs, se filtro, se concentr6 a vacio. Se usoé el residuo (21-2) para la
siguiente etapa sin ninguna purificacion adicional (123 mg, rendimiento del 90%).

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

Ejemplo 12 - Sintesis de (2-oxo-2-(piridin-2-ilamino-2)etil)fosfonato de dietilo

O
=
> } Cl - ™~
N“SNR, T NTOX MR 69\,\

22-1 22-2 22

A una disolucion de 22-1 (1 g, 10,6 mmol), EtsN (1,075 g, 10,6 mmol) en cloruro de metileno seco (50 ml) se le
afnadio gota a gota cloruro de cloroacetilo (1,2 g, 10,6 mmol). Se agit6é la mezcla de reaccién a temperatura ambiente
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
sec6 sobre NaxSOs, se filtrd y se concentrd a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia Combiflash de
fase inversa para proporcionar 22-2.

Se agitdé una mezcla de 22-2 (170 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 cromatografia ultrarrapida para
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proporcionar 22.

Ejemplo 13 - Preparacion de compuesto 23

HO HO -
23 W 233
F

F

A una disolucién con agitacion de 14 (430 mg, 0,38 mmol), (DHQ)2PHAL (18,6 mg, 0,024 mmol), tetradxido de osmio
(0,156 ml, 0,012 mmol) en alcohol terc-butilico (al 2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (74 mg,
0,77 mmol) en 20 ml de alcohol terc-butilico se le afadio, a temperatura ambiente, una disolucién de ferricianuro de
potasio (382 mg, 1,16 mmol) y carbonato de potasio (160 mg, 1,16 mmol) en 20 ml de agua, dando como resultado
una emulsién marron. Tras 2 h se afadié una disolucion de sulfito de sodio y se continu6 la agitacion durante 20
min. Se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida, se purificaron
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa para proporcionar 23-2 como un sélido blanco.

A una disolucién con agitacion de 23-2 (240 mg, 0,21 mmol) en 24 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le ahadié
peryodato de sodio (91 mg, 0,42 mmol). Se agitd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h, y
después se anadi6 bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres partes de acetato de etilo.
Se lavaron las fases organicas combinadas con una parte de agua y dos partes de salmuera saturada, se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. Se purificéd el residuo mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa para proporcionar 23-3.

A una disolucion de (2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo (91 mg, 0,368 mmol) en THF (5,0 ml) se le
anadié6 NaH (2,8 mg, 0,1104 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agit6 la disolucién a
20°C hasta que se volvié transparente. Después se afiadio 23-3 (70 mg, 0,092 mmol) a la disolucién transparente y
se agitd la mezcla a 20°C durante 2 h. Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x
30 ml). Se lavo la fase organica con salmuera y se sec6 sobre NaSQOu, se filtré y se redujo a vacio. Se purificé el
residuo mediante HPLC preparativa para obtener 23 como un sélido blanco.

Ejemplo 14 - Preparacion de compuesto 24
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A una disolucién de 21 (42 mg, 0,168 mmol) en THF (2,0 ml) se le afadié6 NaH (1,2 mg, 0,05 mmol) en THF anhidro
(0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agitd la disolucién a 20°C hasta que se volvi6 transparente. Después se
anadio 23-3 (30 mg, 0,042 mmol) a la disolucion transparente y se agitd la mezcla a 20°C durante 2 h. Se extinguid
la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavé la fase organica con salmuera y se

seco sobre NaxSOs, se filtrd y se redujo a vacio. Se purificé el residuo mediante HPLC preparativa para obtener 24
como un sélido blanco.

Ejemplo 15 - Preparacion de compuesto 25

L
o |
N
/‘ o o
> e
o
22 _\
HO
25
F o233 E

A una disolucion de 22 (48 mg, 0,168 mmol) en THF (2,0 ml) se le afadié NaH (1,2 mg, 0,05 mmol) en THF anhidro
(0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agitd la disolucién a 20°C hasta que se volvié transparente. Después se
anadi6 23-3 (30 mg, 0,042 mmol) a la disolucién transparente y se agitd la mezcla a 20°C durante 2 h. Se extingui6
la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavé la fase organica con salmuera y se

sec6 sobre NaxSO, se filtrd y se redujo a vacio. Se purificé el residuo mediante HPLC preparativa para obtener 25
como un sélido blanco.

Ejemplo 16 - Preparacion de compuesto 26

o]
PN NN P wCH

‘ 0w O OH
NH O O HN/j(,\/Y
b

23

26

F

A una disolucion de 23 (13 mg, 0,015 mmol) disuelto en dioxano (1 ml) se le afiadié disolucién acuosa de HCI (2 M,
0,080 ml, 0,16 mmol). Se agitd la reacciéon a 20°C durante 24 h y se extinguié la reaccién con agua y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 10 ml). Se secd la fase organica sobre sulfato de sodio y se evapord. Se purificd el residuo
mediante HPLC preparativa para obtener 26 como un sélido blanco.

Ejemplo 17 - Preparacién de compuesto 27
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A una disolucién con agitacién de 17 (99 mg, 0,09 mmol), (DHQ)2PHAL (4,2 mg, 0,0054 mmol), tetraéxido de osmio
(0,034 ml, 0,0027 mmol) en alcohol terc-butilico (al 2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (18 mg,
0,18 mmol) en 5 ml de alcohol terc-butilico se le afadié, a temperatura ambiente, una disolucién de ferricianuro de
potasio (90 mg, 0,27 mmol) y carbonato de potasio (37 mg, 0,27 mmol) en 5 ml de agua, dando como resultado una
emulsién marrén. Tras 2 h se afiadié una disolucién de sulfito de sodio y se continud la agitacién durante 20 min. Se
extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida, se purificaron
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa para proporcionar 27-2 como un sélido blanco.

A una disolucién con agitacién de 27-2 (40 mg, 0,085 mmol) en 3 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le anadié
peryodato de sodio (15 mg, 0,07 mmol). Se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h, y
después se anadi6 bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres partes de acetato de etilo.
Se lavaron las fases organicas combinadas con una parte de agua y dos partes de salmuera saturada, se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida. Se purificéd el residuo mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa para proporcionar 27-3 como un s6lido blanco.

A una disolucion de 21 (28 mg, 0,104 mmol) en THF (2,0 ml) se le afadié6 NaH (0,75 mg, 0,0312 mmol) en THF
anhidro (0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agitd la disolucién a 20°C hasta que se volvio transparente.
Después se anadi6 27-3 (19,6 mg, 0,026 mmol) a la disolucion transparente y se agit6é la mezcla a 20°C durante 2 h.
Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 ml). Se lavé la fase organica con
salmuera y se secé sobre Na SOy, se filtr6 y se concentrd a presion reducida. Se purificd el residuo mediante HPLC
preparativa para obtener 27 como un sélido blanco.

Ejemplo 18 - Preparacién de compuesto 28
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HC HO.
28 28-3

A una disolucién con agitacion de 15 (349 mg, 0,31 mmol), (DHQ).PHAL (14 mg, 0,0186 mmol), tetradxido de osmio
(0,117 ml, 0,0093 mmol) en alcohol terc-butilico (al 2,5% en peso, 0,079 mmol/ml) y metanosulfonamida (59 mg,
0,62 mmol) en 15 ml de alcohol terc-butilico se le afiadio, a temperatura ambiente, una disolucién de ferricianuro de
potasio (128 mg, 0,93 mmol) y carbonato de potasio (306 mg, 0,93 mmol) en 15 ml de agua, dando como resultado
una emulsién marron. Tras 2 h se afadié una disolucion de sulfito de sodio y se continu6 la agitaciéon durante 20
min. Se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 50 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida, se purificaron
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa para proporcionar 28-2 como un sélido blanco.

A una disolucién con agitacién de 28-2 (170 mg, 0,1466 mmol) en 15 ml de una mezcla 2:1 de THF y agua se le
anadio peryodato de sodio (62 mg, 0,2931 mmol). Se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3 h,
y después se afadié bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se extrajo esta mezcla con tres partes de acetato de
etilo. Se lavaron las fases organicas combinadas con una parte de agua y dos partes de salmuera saturada, se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida. Se purificd el residuo
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa para proporcionar 28-3 como un sélido blanco.

A una disolucién de 21 (41 mg, 0,155 mmol) en THF (1,0 ml) se le anadi6 NaH (2,3 mg, 0,0575 mmol) en THF
anhidro (0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agitd la disolucién a 20°C hasta que se volvio transparente.
Después se ariadi6é 28-3 (30 mg, 0,0387 mmol) a la disolucién transparente y se agit6é la mezcla a 20°C durante 2 h.
Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavé la fase organica con
salmuera y se secd sobre NaSOu, se filtro y se evapord. Se purifico el residuo mediante HPLC preparativa para
obtener 28 como un so6lido blanco.

Ejemplo 19 - Preparacion de compuesto 29

28-3 HO

29

F
A una disolucién de 22 (42 mg, 0,155 mmol) en THF (1,0 ml) se le anadi6 NaH (2,3 mg, 0,0575 mmol) en THF
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anhidro (0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agitd la disolucién a 20°C hasta que se volvid transparente.
Después se ariadi6é 28-3 (30 mg, 0,0387 mmol) a la disolucién transparente y se agit6é la mezcla a 20°C durante 2 h.
Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 ml). Se lavé la fase organica con
salmuera y se secé sobre NaSQOu, se filtro y se evapord. Se purifico el residuo mediante HPLC preparativa para
obtener 29 como un so6lido blanco.

Ejemplo 20 - Preparacién de compuesto 30

HO

28-3
F F

A una disolucion de (2-(metoxi(metil)amino)-2-oxoetil)fosfonato de dietilo (37 mg, 0,155 mmol) en THF (1,0 ml) se le
anadié NaH (2,3 mg, 0,0575 mmol) en THF anhidro (0,2 ml) a 0°C con agitacion. Después se agit6 la disolucion a
20°C hasta que se volvié transparente. Después se afiadié 28-3 (30 mg, 0,0387 mmol) a la disolucion transparente y
se agitd la mezcla a 20°C durante 2 h. Se extinguié la mezcla con agua (10 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x
20 ml). Se lavo la fase organica con salmuera y se sec6 sobre Na SO, se filtré y se evapor6. Se purifico el residuo
mediante HPLC preparativa para obtener 30 como un sélido blanco.

Ejemplo 21 - Datos bioldgicos - biodisponibilidad oral in vivo
Para evaluar la farmacocinética de los compuestos en un entorno in vivo, se administraron dosis de compuestos v.o.
a 10 6 5 mg/kg e i.v. a 1 mg/kg a grupos de ratones CD1. Los compuestos sometidos a prueba se mencionaron

anteriormente o se indican en la siguiente tabla:

Lista de compuestos sometidos a prueba que estan publicados*

Numero de compuesto
31

32

33
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*véanse los documentos W02011/098809, W0O2011/098808 y WO2011/098805 para una divulgacién y métodos de
preparacion, estos documentos se incorporan en su totalidad en el presente documento.

5 Se llevo a cabo el analisis farmacocinético tal como se describe en los métodos generales.

Compuesto AUCqitima tras dosis | AUCqiima tras dosis | AUCuiima tras dosis | Biodisponibilidad
i.v. de 1 mg/kg v.0. de 5 mg/kg v.0. de 10 mg/kg oral F%
Ciclosporina A, 1 1010 8793 90,8
Sangliferina A, 5 16473 2839 1,4
Sangliferina B, 7 14067 5693 3,9
Sangliferina C, 31 1257 25 0,2
Sangliferina D, 32 2157 19,8 0,03
33 14333 2203 1,6
34 14033 800 0,1
35 813 11,3 0,1
36 4923 17,8 0,04
37 1218 4,76 0,04
38 5793 3090 55
39 1660 111 0,9
40 4910 3877 7,8
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Al 1943 453 2,4
42 11658 919 0,7
43 9801 8983 9,2
44 2497 0 0

45 15100 4837 3,2
23 22867 2760 2,4
24 45467 8223 3,6
26 5503 421 1,5

Tal como puede observarse, las sangliferinas tienen una baja biodisponibilidad oral, tal como se muestra mediante
un valor de F% bajo.

Ejemplo 22 - Datos bioldgicos - estabilidad in vitro en diferentes matrices
Se analizé la estabilidad de compuestos en fluido gastrico simulado, pH 1,2 (SGF) y solucién salina tamponada con

fosfato, pH 7,3 (PBS). Véase la figura 1 para los perfiles de HPLC para incubaciones en PBS y SGF de 24. El tiempo
de retencién de 24 es de 11,1-11,3 minutos.

Compuesto tiz en SGF, % SGF + pepsina, SGF + pepsina ti2 de PBS, %
SGF (h) restante tras | % restante tras | desnaturalizada, % PBS (h) restante tras
1 hora 1 hora restante tras 1 hora 1 hora
CsA, 1 >24 100% - - >24 -
SfA, 5 ~1 52% 41% 49% ~3 76%
33 0,66 - 25% - >24 -
45 <0,33 13% 17% 15% >24 100%
24 <0,33 18% 23% 30% >24 100%

Tal como puede observarse, todas las sangliferinas son mas estables en PBS que en SGF con o sin pepsina,
mientras que el otro inhibidor de ciclofilina de una clase quimica diferente, ciclosporina A, es estable en todas las
matrices sometidas a prueba. A partir de este experimento puede concluirse que las sangliferinas se degradan en
condiciones acidas (como modelo de acido estomacal) pero son estables a pH neutro o alcalino.

Ejemplo 23 - Datos bioldgicos - generacion de capsulas con recubrimiento entérico y estudios de disolucion.

Se pesaron aproximadamente 5 mg de 24 en capsulas de gelatina de tamafio “3” que después se colocaron en una
capsula de gelatina de tamafio “0”. Después se logré el recubrimiento de la mitad de las capsulas sumergiendo
individualmente cada capsula en la disoluciéon de recubrimiento (el 5% p/p de disolucion de recubrimiento entérico
Opadry, el 95% p/p de diclorometano:metanol 40:60) y dejandolas secar al aire ambiental durante al menos 6 horas
o durante la noche. Se recubrieron las capsulas sumergiendo en primer lugar el cuerpo de capsula en la disolucién y
después dejandolo secar al aire colocandolo en un soporte de tal manera que el cuerpo estaba dirigido hacia arriba y
la tapa en contacto con el soporte. Una vez seca, entonces se sumergi6 la tapa de cépsula en la disoluciéon de
recubrimiento y se secd de la misma manera que la descrita anteriormente con el cuerpo en contacto con el soporte.
Tras recubrir tanto el cuerpo como la tapa de la capsula, esto se consideré 1 ciclo de recubrimiento. Tras un secado
suficiente, se midieron los pesos de las capsulas y se compararon con los valores iniciales. Se repiti6 este
procedimiento varias veces hasta que se logré el aumento de peso deseado (11 mg) para la capsula.

Después se llevaron a cabo estudios de disolucion en medios acido (pH1,0) y de tampén a pH 6,8 de la siguiente
manera:

Etapa acida: se colocaron 750 ml de HCI 0,1 M en un recipiente de 1 | y se ensambl6 el aparato. Se dejé equilibrarse
el medio hasta una temperatura de 37 + 0,5°C. Se coloc6 una capsula (con recubrimiento o sin recubrimiento) en el
aparato, se cubri6 el recipiente y se agitd con paletas la mezcla a 50 rpm. Se extrajo una alicuota del liquido a T=0,
tras 30 minutos (T=30 min) y tras 60 minutos (T=60 min) de funcionamiento en HCI 0,1 M y se procedi6é
inmediatamente tal como se indica en la etapa de tampén. Se realiza un analisis de la alicuota usando un método de
ensayo adecuado.

Etapa de tampon: Inmediatamente tras completarse la etapa &cida, se afnadieron 250 ml de una disolucion 0,2 M de
fosfato de trisodio dodecahidratado (con Tween 80 al 2%) equilibrada hasta 37 = 0,5°C. Esto se ajustd segun fue
necesario con HCI 2 N o NaOH 2 M a un pH de 6,8 + 0,05 en el plazo de 5 minutos. Después se continu6 el estudio
durante 90 minutos adicionales, agitando la mezcla con paletas a 75 rpm, extrayéndose alicuotas del liquido a T=0,
15, 30, 45, 60 y 90 min.

Usando los métodos descritos anteriormente, se compararon capsulas con recubrimiento entérico con capsulas sin
recubrimiento, y se analizaron las alicuotas extraidas mediante HPLC para determinar los niveles de 24.
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La figura 2 y la siguiente tabla muestran los resultados del estudio. Las cépsulas sin recubrimiento se disolvieron
completamente tras aproximadamente 5 minutos en el medio acido, mientras que las capsulas recubiertas todavia
permanecian intactas tras 1 hora. Esta observacion se respaldé por los resultados de HPLC que mostraron que a los
60 minutos no se detectd ninguna liberacion de 24 para las capsulas recubiertas. Dado que las capsulas sin
recubrimiento se habian disuelto completamente tras 5 minutos en el medio acido permitiendo que 24 se dispersara
completamente en el medio, la liberacién de 24 a partir de estas capsulas debe ser mucho mayor a los 60 minutos.
Este valor bajo de liberacién se debia lo mas probablemente a la degradacion de 24 en el medio &cido. Esta
hipétesis esta respaldada por los valores de liberacion en porcentaje tras 90 minutos en el medio basico que
mostraron que solo se detectd una liberacion de aproximadamente el 12% de 24 para las capsulas sin recubrimiento
en comparacion con una liberacion de aproximadamente el 63% para las capsulas recubiertas. Esto sugiere que una
cantidad sustancial de 24 procedente de las capsulas sin recubrimiento se habia degradado en el medio acido antes
de la etapa basica. Tras el cambio al medio basico, las capsulas recubiertas se disolvieron completamente en 5
minutos permitiendo que 24 se dispersara totalmente en el medio. La liberacién del APl aumenté gradualmente y al
final del estudio (90 min en el medio basico) el porcentaje de liberacion era de aproximadamente el 63%.

Capsulas con recubrimiento entérico | Capsulas sin recubrimiento
Tiempo | 24 en disolucion | Desv. est. 24 en disolucion | Desv. est. pH
(min) (n=3) (% de Ila (n=3) (%de la

cantidad dosificada) cantidad dosificada)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
30 0,0 0,0 4,6 1,1 1,0
60 0,0 0,0 7,3 2,1 1,0
75 5,0 3,3 12,0 3,7 6,8
90 17,2 7.1 9,5 4,7 6,8
105 30,3 6,2 11,8 3,1 6,8
120 41,2 6,1 17,7 4.1 6,8
150 63,2 4,9 12,2 0,9 6,8

Estos datos respaldan la hipotesis de que las capsulas con recubrimiento entérico aumentan la cantidad de
sangliferina disponible en el compartimento intestinal, y por tanto pueden mejorar la biodisponibilidad oral y/o reducir
la variabilidad de analogos de sangliferina cuando se administran en dosis a pacientes.

Ejemplo 24 - Datos bioldgicos — comparacion de la farmacocinética in vivo en perros o pacientes humanos tras la
administracion de dosis orales de comprimidos con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico

Se llena 24 en comprimidos o capsulas con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico, opcionalmente con
excipientes para ayudar a la solubilidad y/o permeabilidad intestinal. Después se administran dosis de 2 mg/kg de 24
en cada forma (con recubrimiento entérico y sin recubrimiento entérico) a grupos de 3 pacientes humanos o perros
Beagle sometidos a exposicion previa dentro de un entorno de ensayo clinico regulado. Se extraen muestras de
sangre tras 0, 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 24 horas, y se calcula la concentracion de 24 en sangre completa
mediante CL-EM/EM usando hidroximacrociclo como patrén interno. Después se calcula el AUCuima para cada
comprimido. Se espera que la biodisponibilidad oral sea superior en el grupo al que se le administran dosis de
comprimidos con recubrimiento entérico y/o se espera que la variabilidad entre animales/pacientes sea menor en el
grupo al que se le administran dosis de comprimidos con recubrimiento entérico.
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tcggecgegg
gggccggecg
ctgtcgtcgg
agccgggtgg
gggtgtacgg
gtctegtcegg
teccectggeg
cgggtccagg
gcgcegtect
tcgagegatyg
aggtcgagta
tgteecgecagg
aggcccaggce
aaggcgtagg
gacacgccgt
tcgeggegga
acggcggccg
agcaggeccge
ccggegtoga
ccggectecac
acatgggccg
gaccaggcgg

gggecgttga

cgccggtgac
cggtgcgcgg
cgggttegec
cgaccagcac
gcgegtgggce
cggccagacqg
cgcgccgggc
gcagcacgag
aggggtatcc
gcagcggcac
tggcecggegg
tggcgtgcag
cgcccacgge
ccgegagggce
tcagctcaac
cggcggccgg
gctggtegte
cgttcteccge
ccteccteggt
cggcgecgge
atceggegag
cggcggegte
tgggcaggtce
ggacggcggce
gggtgccgac
tcagcacecgg
gcaccacggqg
gccgtgtcete
cgggccgeag
agtgggaggc
ccatcacctc

gggcggcgac
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gaggacgacg
ggcgcggace
ggtggcgagy
cagcctgeeg
gaggtcggtg
ggtgceggec
gccggegtgg
ggtgccgggce
gggcagcgga
gggcgtccac
gcgcagggtc
ggtgaccgtg
gtgcagggtg
gtcggtgage
ggtcacgteg
ggcggtgeeg
gteggegteg
gcccagggtg
cagttcgeeg
cggcagcteg
cggggtgacyg
ggaggcgacc
gacgtggegt
ctecggegage
gacgacggcg
gtgcgggetg
ctegaacegt
gccgaggggg
ttecggegage
gtagtegacc
gtccagcgca

gcaaacgegt

ccgtcggacg
agccggggtg
acagcgggca
gggtgttegg
acgtcctegt
agtcgecteogt
gccgegecgg
acggtgtcca
aggccgeccocga
tcgaceccggt
accgcgtcoga
tgctcgeeeg
acgcegtgeco
agggcggggat
gtcagctega
gtgtgeggga
gcggggcggy
acctggaggce
agcgtectge
gtgcecggecg
gcgeegagea
gggcegetgg
ccgtegggge
gaggtgagga
gtccgetegg
atctccacga
acgggctecee
ccgceccagea
goggegegea
gcgatgegge
tcggggtcege

ccggaccacg
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gccacagggc
cgaggacccg
gctgttgcag
cgcgggcgga
gctcgaccgg
cggcgagcca
cggtgtegte
gggcggcgac
gcacggcgat
acagctcgtg
cggtgagcac
cggggtgcag
aggegecggg
gtacgcccca
cggtcacgte
ggaggacgcc
agtggacgge
ggcgggctte
cgtcggeege
gcacgcgece
gcgggtgeee
gccagaagcg
agcccaccgt
ggcggcgcgg
tggcecteege
acacggcgtg
gcaggttgeg
gggtggagtg
acteggette
gcagtcgtac
cgctgaggac

gtgcgageeg

cgcctggete
gcocggagoge
tgcgtcgggg
gcggatcagg
gaccgcgccg
ctcctgaaga
ggccgactge
ggcggcgagg
gcegtegacg
gtcgeggecg
ggcggctceg
gcgtaccege
gaccaggccg
geccgecggeg
ggtgtcecggg
ggtcgegtge
gaccgggegyg
gccgacggtg
gtgcagggce
ggtgaacacc
ggcgeeggte
gcggegetgg
ccagtcgacg
gcegtecteg
cgtectectge
gccggagtcg
gtaccagtag
gaaggcgatg
gagggactcg
ccegteggee
caccgacgac

ccgtgtgacg

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020

4080



gtggcoctcegg
agccgcgace
caagcagceg
gaacgccaca
accecgcectcca
tccaacgcca
tccaccgececa
tcacccggea
gocgecagag
aacaacgccc
gtgtegaggt
gagagcagcc
ggggcoctecet
gcgeggcegcyg
ccggaggccc
ccggegegea
tggeccgatgt
gtggccagca
tccacgacgt
cgctgetggg
gccgagccge
tccageacga
gccttgcage
ggggtcgaca
gactggccgyg
gccgggectt
ccggtgeecga
tggtcggtga
ceggegtget
gccagegect

aggaagccgc

gcagggcgac
gcagggcgac
cgatctecee
cctcegecaa
acgccacecgyg
ccgecacactce
tcceccacccea
acccggcaac
aagcccgege
gcgacgegge
gggcggcgag
acggcaccca
ccaggatgag
gccggteggt
agtcgatgtg
gcgecgagcac
tggacttcag
gggcgttgge
cgacgtcgge
cggagcegtt
ggaccacggc
ccacgecccge
ggccgtceggg
tgaccatcac
ccaggtgcag
ccaggccgag
gcagcccctce
cgccocgcogaa
cgaacgecte
cgogegggct

cctggogcag
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ggagaccatg
gatcegggeg
ctgcgaatga
cgacaccatc
atcacccagce
agccatccge
ctgcgecccee
acccgacacc
accggccaca
aagggaccag
ccgggtggece
gcgoggcgcg
gtgggegttg
cgggggccag
cggtgagggy
cgtettgate
cgagcccage
cteogatgggyg
ggcggtgagyg
gggggcggtyg
cagcacgggyg
gcccteggac
ggcgaggecg
gccgocggcg
ggcgacgagc
ggtgtaggee
gtccacgceg
gacgccggtyg
ccaggcgact
gatgcecgaag

gtaggtgtgt

ccgccgegeco
ccgtecegeca
ccgaccacag
accgcccaca
acaccacgca
ccecgegaaca
tgacccggga
acaccctcca
tcagcggeca
gagaggtcca
tgcteggega
gcegecgogoey
gtgcegetgg
acggcggcgc
gcgtccacgt
acgccggcca
cgcageggcet
tcgecegaggyg
ccggcggcgg
agcccggagg
tggcegttge
cagccgatge
cgctgeeggg
agggccagcg
gaggacgagc
acccggccgg
gcgaccgegce
gcgctgeege
tcgaggaaca
aagtcggegt

ccggecocggt
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cggccagccg
gcgacagcac
ccgacggcac
acaccggctg
acgaccagcc
ccggcegacga
acacgaacac
ccggctecoce
ccaccaccgce
ccgggtccag
gggcggectg
cgggcgeggc
cgcagaacga
cggtgacgag
gcagggtgeg
cgccegecge
gtgegeggte
tggtgceggt
ccagogogga
aggcgccgte
ggcgggegte
cgtcegegge
agaactccac
agcattcgec
aggcggtgte
agagcacgct
cgtgecgtga
gcaggccgtg
gcegetgetg
cgaagccgge

ccgggtoggg

ctcggegatg
acccgccaca
gacaccgtac
aacgacatcc
cacgaacggc
atccagcaga
caccecggccc
cgcggccaac
acgatgecgge
gccggggtagg
ggagcgggcyg
cggttcecgee
cgacacgeee
ttcgacggag
gggcacttcg
ggggceggtyg
ctggeecgtag
gccgtgtgece
gcggatgace
ctggttgatc
ggacagccgc
ggcggcgaac
gaaggcacgc
gctgcgcagg
cacgctgacg
ggcgtagtte
gtcgtagege
cggatcgacg
cgggtccate
ggcgtegtte
gtcgtagagg

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



ccgtogaggt
aggagctgece
accacggeca
gecgecgtoga
acgacgctge
gaggcgaggg
tcggegtgge
cgttoggegg
cgctgegegg
acgggcggcc
ceggtgoeee
aggttggtca
gectocggtet
ctgaccteoga
cggacgggtt
cactccecccg
agatcagcca
acagcgatac
gccaccccct
cggocogeca
atccccocccac
cocgtocogeoca
ccgaccacaqg
accgcccaca
acaccacgca
cccgocgaaca
tgaccoggga
gecgactogg
ccgaggacga
tcgtgggggg
agtccggccg

gcctegtogg

cccageoogeg
acaggtegte
gcggcetegte
gccgggtgag
tggccagegt
agteocgaagee
cgagcacgge
gggtcagece
ggagogegac
agtaccggtc
ggaagaaggc
gcagggtcgg
cegtgegete
tgaagcccoeg
cgogoaggtt
tcacggtgga
gcagagccto
goccgggcccg
caccocgogac
agccoaccaa
tgecagocag
gcgacaacac
ccgacggcac
acaccggctg
acgaccagoc
ccggogacga
acacgaagac
cgeocttocge
ccacgcggtyg
cggcgtegtg
ccgtocggga

tgggctceggg
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gtcggogggg
gggcgaggcec
ggccggggty
cagatggtcg
caggccggtc
gagggcggcg
ggcggtcege
ggccageteg
gggggtggeg
gocgctggaag
ggtccagteg
caggeoggcc
gacggtctec
gtggcectgg
goggtaccag
gaacagcgga
acgcoacoggo
caccccocga
gacgaccgac
cagctocteg
cgeccgtcaaa
acccocgocaca
gacaccagtac
aacgacatcc
cacgaacggco
atccagcaga
ggcgeggecg
cacggoggtc
ttecgaaggee
cgcgggeegg
ggacagcgtc

ccgggegggt

aagtcgcoga
actcegeegg
gcgeggacgyg
gtgagggcgg
gcctcocggtca
aaaccgcggt
agccgtacca
teogegeocagg
gccgggggea
gocgtacgteg
atgegoacge
cggtegeget
tgggtgeccga
gcgagcaggg
tagocggogt
accgtgecect
tccaccagea
ceccogcaat
tcaggaccgt
acaccggacyg
gooctgetge
caagcagocg
gaacgcocaca
acccgctcca
tocaacgoca
toccaccgeoca
tegeegacgg
aggccggoga
gtacgggtgg
tgggcgagga
cacgggacga

gcocctgcteoca
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tgacgtcacg
ggaagcggca
cggggcggdc
ccgggttogg
gecgeggtgeyg
goggtteogat
ggtccatgac
gcgtgeoccte
gcgggcgggoe
gcaggtogge
cgtgegtgtyg
ggagggtgec
cggtcagtac
cggogacgge
ccagagecgt
cacccggecg
ccgaatgega
gagccaggaa
tgaccgecage
goccoggeaga
gcagggcgac
cgatcteocee
ccteoogecaa
acgccaccgg
cecgeacacte
tcceoecaccea
cgeggecgeg
gecagggtgte
tggcgaggge
ggogttogge
ccggecagggt

ggatggcgtg

goccttogogeg

ggccatgoeg
cgggacgggc
gtggtecgaag
cagccgcagg
cgcggcgggyg
gcggtgcegg
gtcggeggte
cgctgegtee
cgggtgggct
cgecteggece
gacgaccgog
ggggtgcgga
gtcggegtag
geegtoegec
cacgccctec
ggcatagteg
ctccteocage
caccgccaac
gaccgacacc
gacccgggeg
ctgogaatga
cgacacecatce
atcacccagc
agcecateege
ctgcgoceoccce
caccacgteg
gtggtcegeg
gagggccacg
ctgggcgogc
gcggtcegtg

ggcgttggtg

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800

7860



ccggacacgc
cgectoctegg
toccacgtgga
coggocacac
agcggctegt
cccagoccggyg
gogtoggeca
cogotgeteg
cogttgogge
cogaaccogt
tgecggetgt
gccagegtge
gaggagcagg
cggccggaga
accgggccgg
gtggagcgca
agcaccagea
coggoegtoga
ggcceggtegg
gccgagaccg
ccgeoggggt
goctogogea
agcagtttgg
gagacgcccc
cgctegggtyg
gcogocacce
cgggccagtt
gcgtogagga
ggcagtogca
tcgaagcceca

aggacgtcgg

cgaacgacga
tgagcagttc
gegtgogegg
cggeggegge
cccegetectg
tgceccogtace
gcgocctggeg
cgocgtoctyg
gggcgtccga
cggcogocge
actcggtgaa
actcococogge
cggtgtocac
gqecacgetggg
tgatgtcgga
ggccggecygyg
gctgotgegg
agtcogoegge
ggtecegggte
cgteggtece
agcggcaggce
gccggcgccg
cctegtcage
ggtcgatcag
tgcegteggt
gggcgceggte
cggcgatgat
ggtggtcgge
ggceggtgge
gtteocttgaa

cgacctggec
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cacgcccgcg
cacggcgecg
cagogtgoog
ctgegtgtge
gcocgtaggtg
gtgegeetec
gatcacgogc
gttgatggeg
gqagoeogttec
ggcgaacgcc
cacgccgggc
gcgcagcgag
ggagagggcyg
cgqaggtgeccg
gtagtcocteg
gtcgatgceccea
gtocatggeoe
gocgtoegagg
gtagaccogag
atcggtcace
catgcecacg
ggcgacctgg
catcggtgca
gtcgaagagt
cgtgeeggeg
ggtgecegteg
ccggtoggoeg
gagcgcggec
ggtgccgagg
geegeggteg

gocggacgacyg

cggcgegget
geggtecagt
tggcgoatgg
ccgatgttgg
gcgaggaggy
acggegtcga
tgctgggega
gtgcogegga
aggacgagca
ttgcagoggce
gtggacagca
cggaccgcga
gggccctoca
gtgacgacgt
ctgctgaage
geccgetoca
agcgectege
aatcegeoctt
gocatgtece
agccgccaca
atcgegatcg
agatecgococg
cocccegtgeg
tegteggogg
tccecageggg
gccggeagtg
ctcgeocectege
gggttcgggt
cggttgcgca
ggtgccaceg

tcgagecaggyg
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gctceccegee
cgacgtgcgg
cotgoaccat
acttcaccga
cctgegecte
cctggctege
gtcegttggg
ccacggocaqg
tgccogegea
cgtaggeega
cggtogecce
ggtgoaggge
ggcogagggt
accoctocag
cgacgaacac
gggcctococa
gegggcetgat
cgegggegta
agoogoggta
ggtcctcggg
gttcgeggte
tgacctgett
gttcgttegg
tgacgcegte
ccgcgaggta
cgoccgagege
cggactocgct
ggtcgaacac
gttccacgge
cgtogegtec

cgggggcgey

cggccagtec
tgacgcctoeg
cttgatcaca
accgagccac
gatcgggtcg
ggccaggcgyg
ggcggtgagt
cacggggtgg
ctoggogaag
gagggcccge
gccggtgage
gaccagggac
gtaggcgacec
ctoggtggce
gccggtggeg
tgaggtetee
gocogaagaag
ggaggttccg
ggcggggaac
cgaggtcacg
gocgggecteg
gaggtagtcg
cgogggtcac
cagagcggcc
ccgeaggtge
gctectcoecacyg
cggcaggagc
gatggtggtg
ggtcagcgag
ceggtgtece

ctogggegeg

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

s000

5060

9120

9180

5240

5300

9360

9420

5480

9540

5600

9660

8720



ggcagcccgg
gggccggccg
gtggcgaggt
aacagggcca
acgtcggegg
gcggeggtge
ttggcggegg
agcacgaagg
gcctteggge
tcgagggege
agcagcgegt
ccogocgegyg
ctggccagca
ccgagcacgce
acgatcttge
aggggccagg
tcggtcagea
tagtcgacac
cgtccegecgg
agcacgacgt
cgcgectegt
tacacctegg
gccgegtgea
caggcoggtgg
acgggcacca
ccgaggacte
cccgeggect
acgtcgcgga
ggggcggtag
acgtcgacge
gtgagcecggg

gccggcacag

tgatcegege
gggtggcgac
ccaggcgcgc
gtccttegge
cgtcecaggtg
cgggeaggee
cgtagttgge
cggacaggtce
gcagtacgcecce
ccgeggtgtg
cgagggcggc
ccagttcgge
ccaggtcacg
cggegecggt
cggtgtgeeg
tcecgggtggg
ggctctggac
cgggcaggcc
gacggagcag
ccatcteeogg
ccagaccggc
cgoceagceag
ccagcacccq
cgaacacgga
cgagccgocg
ggtcgecgac
cggagccgat
agttcaggec
cgtegggage
gccaggegte
cgacgaggcg

cgtccaggga
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caccagggec
caggecgege
ggtgacggtc
ggcggccatc
ccgggtgagg
ggcggcgcgyg
ctgegegggg
cttqtcctcg
cggcageegg
caccaccgeoeg
gcggtoggtg
qaccagqtc:c
ggcgecgtgt
gatcaggacg
ggcctgggee
cageceeggte
gcggtegggg
ggcggggteg
tocgcageogac
gaaccgctge
cgcccgecage
cocgegocace
ctececegee
cggcagggcc
gtccaccacg
ggcgaggteg
cgcgtecgace
cgeegegegy
ggcgacggeg
ggcgecgacg
ttegeegteg

ggcgggtgtyg

gccgoaccgg
agcagcggcyg
acggcgtege
ggcacgatgc
ccggtggegt
cgeegttegg
gtgcegaggg
gtgagttegt
coggegecga
gtcagegggyg
acgtcgcagg
gcgctgecgg
tcggacacca
gtgcegtegy
atgaaccgga
agctecgeecg
ccggegteca
cggcggtegg
gcgtccacga
gcgaactccg
acctegtgcet
cgcaccgegyg
cgcacccegy
gcggegcegga
gcgagggtge
gtgacgtccg
tegtecogggt
acggcgatge
tcgacgeegt
ggcgggcgea
cggagcgegyg

ccgteggtgt
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gcaccgggcg
gggtgggcge
cggtggeggt
ggttgcggee
cggcccacag
cgagegegte
tggecegecge
gcaggtgcca
gtteggtcag
ccteggeggt
tctegaageg
gggcggcgge
gatgcoccggge
cgtacgggge
acgcggtgeg
ccteggegtg
gcagcaggtc
tcttgeccgag
actcaccecgt
tatcecgega
tgeccgggact
ccatgececac
ccacategeg
cccaggacca
cgaagccgcc
gggcgaccgce
acatgtcgag
ggacctggece
cgatgetgee
gcgeggtete
tctgeggete

cgacgagcag

ggcggcggcec
ggcggaggcg
ggccgtgteg
ggcgcegggcg
gccccaggece
gaggaaggcg
ggaggagaac
ggcggegteg
cacgccgteg
cagcttggeg
gacggtggeg
gccgegecgg
gagcatgccg
gacggtgage
cgcgteggeg
ggcgacgace
gaacgggagg
ttccacgaac
gagggagttc
cgacgccaca
cgcecgtogea
accaccggce
cagcgcgaac
gecggcggga
cggcaccatg
gaccacggtg
cgcgcacagce
gggtgccagg
gggccggacce
agcggcccgg
gtcgeecgacg

gaaccggteg

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580

11640



gggtgctegg
tcctegecgg
aaccggtegt
gcggcggcga
gcgtegatgt
aggacggcgce
aacagcgcgt
cgcagcecgea
ctcagegtgt
tgcacggtca
gcgggcacgg
tcgacggtgt
cgcaggecect
ccgtecaceg
ggctcggeeg
gagtgggagt
cgcagggtca
tgggegeggt
agcagggcgyg
cggccggtga
tgcecctecgg
cagtageget
tcgaacaggg
gtcaggcgca
cccogecgect
acgaagccgt
tcgegeaggt
gtgacggtgg
agcagcecget
cggccggege

tecgeecegega

tctgegegga
gcegggeggce
cggcgagcca
ccacategge
cggcgagggc
agcgegegge
cgegegtgec
gecgeggecag
cggegetete
cgceggtceca
cctgggtgac
cggggagttc
ggaaggcggg
ggaceggcete
gcteggecgg
ggacggcgac
ggccgtcgge
cgagceggtyg
tgeecagcac
ggagcaggcc
cggtgaggcee
cgegetggaa
ggcgecagte
gccggtoget
cggcggtctg
ggtggccgge
tgcggtacca
agtagagggg
gcegtacgge
gcageocccte

cgaccagcga
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gcgcaccagg
gacggcgtge
ctecgtgeage
tecetgtgetg
ggtgetecagg
ggcgggtgtce
ggcggeggcee
ctccacgacg
ccgggcggceg
ggtgaacggce
ggcgtogage
gacctecggeg
ccegtageeg
agcgcocgec
tgccaggacyg
cgtgceggegg
ggggacgccg
geceggegtgg
ggtgtgeteg
gtcctegteg
gacggcggtce
ggggtaggceg
gaccggcacg
ctcgtegegg
ctgcatggeg
ggcgagcaga
gtagcgggceg
cacgtegeeg
ctccacetge
gtcgtegeag

gcgggggetg

ccccagacceg
cgggtgacga
agttccagca
acgggagcga
ggcgcggcega
tcggegtegg
acggcgcgga
ggcecggeccet
cgcacccgea
agcagcagceqg
agcgcegggt
tagacctegg
tagcegegaqg
gggggccacy
cccgtggegt
ccggaccegt
atgggcgegyg
gccaccatcet
gtcagccagg
gggagttcogg
aggtcgecgg
ggcagttega
ccgteggegg
cgcagggtgyg
accgtgagca
tcgetgateg
cccagttege
tcecggggge
ggggagtgcg
aggtcgagca

ttggcagegy
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cggcggegge
tcgegageeg
cctgggeggt
ggacgaggtc
ggccttecogg
gggtctgeca
gctgcecegge
cgeggteggt
ggacccggge
gecgegtecte
gcacgagatg
tgtececeggeg
cggcgaaacg
cgceggtete
gccgggtceca
cggcgecgtg
ccagggtcag
ccaggacggce
ggtgegtete
ccteggegge
cggcggectg
ccgggcgggce
ccacctegge
cggcgacccg
cggggtgcgg
cgttectggaa
tgcegtcegat
ggatgececectt
aggcgtagte
gctecctecag

cgatgeccgag

cgggtcgggt
ggcctgeceg
ggcceggtgg
caccgegeeg
tcegtegeece
ggtcacgegyg
cgacgcgggc
cgcggtgagg
cgggccgggg
gggcteggeg
gceggeggtyg
ccacagggcg
gtcgtacacg
gggctecogee
gccgtegeeg
cacggtgacg
ctectegate
ggtgeeggge
ggggctgate
gagcagcgga
gggggtgagce
gceggtggeg
cagtgeggtg
cagttcggtg
gctgateotee
gagcacgggc
ccagtcggeg
gaggtcggeg
ggcggcgacg
ggcatcgegg

ccggccgggc

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500



cagcgctecca
cggccgggca
agggtgaggg
gccgooggea
agcacecggct
acgtccacga
geggcgaaca
tggccggega
gggtcggege
cccacgacgg
gaggcgggct
agcagcgcgg
ggcgeegteg
ctgacgeccga
gcctoggtea
acgtgcagcg
ccgacgeccocgg
ggccggtege
agggcggtge
tecggecagtyg
ttggaggcge
tttegeeggg
agtccgtcgg
ttggtgaagt
agggtgectct
gagcaggcgg
ccggccacca
ccggcgagea
ccoccgecacyg
agcageccgct
gcgtcgaaca

ccgteegggt

gcatccgctc
ggtcggcgac
cgccggegac
cgacgccgtg
gcaccacgtc
ccgaccagtc
ccgggtgggt
agacgaagac
cgecccgcggce
cggcgeggtg
cgaggccggg
cctcggtgeg
cttccteggg
acgaggacac
gcagocegtac
tcttegggag
cggecggectyg
ggtcctggece
cggtgcegtg
cctgoeggac
cgtcetggtt
cgtcggagag
cggcottgge
cgacgaacag
cgccogageg
tgtccaccgt
cgctggecag
gcgaggagta
agecgggtge
gctgggggte
gggcgacgtc

cggcgaggge
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gacgttcgee
ggccttggeg
gcaggcggceg
ggagcgccac
gacgcggetg
caggtagggg
gtcgagcagt
gacgctgecg
gagcacgtcg
ctcgaacgeg
gtcggoggeg
cgcggacagce
ttegggegee
gccggoccgyg
gtcgeeggac
cagtecegtge
ggcgtggccyg
gtaggaggag
gcccteccacg
cacgecgetge
gacggcggtg
cecgctecage
gtacgagcgg
ctccggegte
cagcgaccgc
gaaggcgggg
gcggeeggte
ggactgggcg
gacgeccggec
catcagctgg
gtcgaggaat

ggcgaggtce

gcgggggcgy
cgcagcgcoga
gcgatctege
accgecggeca
agcggcggcg
gcgagggcgc
tcecacgecea
teggetcegg
agcgcggcega
gtgcggcggg
acgaactecge
tgccagggca
tccgecacga
cggggacgct
acccagtcca
cggagcgcega
aggttggact
aggagtgecct
gegteccacgt
tgggeggege
ccgggeagea
aggagcatge
cagcgaccgt
ggcatgacgg
accgecctggt
ccttcecagge
agggcgtgee
ttagegeega
cgctcecageg
gcctegegeg
ccgecgtgec

cagccgcggt

83

cgacgaaggc
cggtcttege
cctgggagtg
gcgagaccat
cgteetegge
gctegeacte
tgecgageea
cggtgccgeyg
gcagttcgge
tggccagggt
gcagccgggce
cggggagegce
tcacatggge
cgececgggyg
cgtgecggggt
gcaccgtctt
tcagcgagec
gggcctcgat
cggcgggacg
cgcteggege
gggcgagcac
cgacgcecte
cctcggacag
tcacacecgecce
gcagggcgac
cgaggacgta
cgtcgeegece
cgaacacgcce
ccteecaget
ggctgatgece
gggtgcggcet

cggcggggaa

catgccgecag
ggcgtegtee
gccgaccacg
gagcgcgaac
tcegegeage
ggccatgege
ctgteegece
gacgacggcc
gecggtccegg
gaacccgacg
ggcctgtteg
accggccggce
gttggtgeeg
ccacgggcgg
gggctegteg
gatcacteceg
cagccacagc
ggggtcgece
cagtccggeg
ggtgaggccg
cgggtggccg
ggaccagccg
gccgecctge
ggccagcgeg
gagggaggac
ggagatgcgg
tteecgggatg
gacgegtceg
ggtcteccage
gaagaagccg
ggccgagggy

cggegtgatg

13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360

15420



gcgtegeget
aagcggcagg
togtegtect
agggcgcggg
cggctgagee
gcceggtecg
cggaccaggt
gcgagcgcegg
ctccageggg
ctgtagcage
ggcgeggtgt
gaggtgccag
gccgagttcg
ggggtccagg
gtcgagggcyg
gtcgacgege
ggtgeggece
cgtggeegtyg
ccggegggcg
gtecgtgggee
gcggcgcocag
gaaggcgaag
tagtgccgeg
ggcgatgtgg
gggccgcage
ggcgcgggcg
caggatcace
gcgcacgacce
cacggccage
ccgeagetgg

tacggccgtg

cctccagcac
ccatgcegac
cggcgagccqg
cggtggggtg
gcagcagcag
geggtacgte
ccaggacgac
gcggctgage
tceggtgegt
gcggceggtge
acgacgtgtc
cgggcgtacg
ccgagttcega
ccgaggectt
gtgtceccgga
aggggcacga
gecacegggg
aacgcggcca
gtggcgacca
gcgteggeeg
tggccgagcet
tcgeagtact
taggcgeegyg
tgcaccgtca
accggtcccee
geggtetegt
gacgcegget
tcggtcagag
gggatcgtece

cccagegaca

cgeggggceca

ES 2639918 T3

gagccgccac
cacggcgacc
gacgtgccgg
gtcgtagatg
ttgtacggeg
ggcggeggtyg
gcgcoggegce
agcctteggg
gcagtgcgga
cggccagcag
cggtgaggce
cctgttggee
cgttgacgag
cgacgacgcg
cccgeteccag
agttggcgaa
agececgacgge
gcagggtcat
ggccggcggg
ggacgcccgg
gggcgtcgag
ggacgggcag
acagttcggt
gcagcaggac
ggacgaggtc
cggccacgte
cgtecgecggg
cgcggcccag
agaccgggtec
gcggcagggyg

cggcgacgac

agctcgtcgg
gggtcgtcgt
ccggaggegg
geggtggtgg
gtcagcgage
cegaggtega
tcgggttogg
tcggtcageg
gacgggcagg
gccgtccacg
gccgtegggg
cgtgaactgce
ctggaacacg
ttcccaggge
caggccggcg
gaagccgatce
gaggtegtee
gtagagggtg
cagccgccac
cagggcgagg
cgcggecteceg
ttegggcage
ccagagcacg
gtggtcgtcg
gaacggccgg
caccgggtce
cacgaagacc
caggtcecgeg
gccggggteg
ctecctgeegg

ctcggcegagg
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gggtggtcac
cggcegegeg
cgtcgaccag
gcagcttcac
gcagtccgag
gcaccteoege
gcagaccggc
gctcagtcat
ccgggttcgg
acgcgtcgge
tcctegacca
tcgacgeggg
acgtcgacca
agggcctggt
aaggacgggt
agcccctcga
gtgceegeece
gcgtegtget
tcggtcageca
ggccgcaggce
gtcagccagg
tcggeocggac
ccctgggacce
ggggcgatcc
gccgetgect
agcacgatgt
gtgcgcageg
teccagttege
gcctegtgea

gacaccggea

gcgegegggg

accgcccggg
ctgtacggge
gacgtcegee
gceggtgeeg
ttceceggate
gacctgtgte
gagccggtge
gggtggtcce
cgagtgegge
cgagggcggc
ggtgcaccte
cgccaggcag
gcggetgtte
gggcgtagge
cgcegetgag
ccteggeceg
agcgggcgag
cggcgocogac
cgecggtgge
cgtccageceg
accgctgecca
ggttctecteg
agccgteggt
gcagcagtgc
cgtcggccag
ccgtggeggg
cctegtgeeg
cggtgatceg
gccgcocacag
ccaggggcgg

tgcggtgctg

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280



gaacagctcc
ggccgcgacc
ggtctccage
ggtgaagccg
cttgceggtg
gtceggtacg
ggggacgggc
gatgacggcg
cacccggaag
gtcgggecge
cgggtcggge
tccggggceg
gtccaggacg
gtcggegacy
gtggttgtge
cgacagegge
gceggectee
cegttegteg
gaccagcgte
gagggcggtyg
ggcgagcatg
gccggaggtyg
cgcgggcggc
gacgtccgeg
ccggatcogg
gatgccgate
gtceggeeccee
cgcggoegtag
gacctgcteg
ccaccgctce
cgcgtcecggg

gaccgtgtee

cgcagggaca
agcgagtgcc
acctcggega
gtgtcgageg
gtggtcageg
gcgtcoggeca
acgacgtagce
cgggtgacct
cceccggatcet
cagcggccca
acgaacttct
gcgaagcaga
taggegeggg
tcagcgggea
agacgcagac
tegeecegeet
tcggegageg
agccagcggyg
tecgeegtaca
aactgggcgg
ttgaccacac
tagacgacgt
tcctgecegg
tgagcceggt
tceegggggt
agagcggcca
acgccctggg
gtgaggacgt
gcgaacagct
agcagcaggc
tcggcgaggg

gcctecgaaca
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ccteggegee
cgccgagcgc
acacctcgca
tggtgegeag
ggaacgcgtc
ggtgggcgeg
cgacgagccg
cggggtggcg
tgacctggtg
ggtecceeggt
gcgeegteag
gttegeegge
agttgtcgac
gggtgaagga
ggggcegggce
gggagatgtg
cgcggateat
cgaagcgggc
ggagcgcgga
tgegegtgece
accgggeggg
aggcgaggga
ccggggegte
cggtgacggc
ggctegggte

tctgeacggt
cccgecagece
cgtcectegea
ccacgagcgg
gccggtegte
cggcgegcag

gegeggtgga

cagcgectcg
gaagaagtcg
cagegtctge
gtccggggeg
cagcgcgacyg
cagccgggcc
cttgacgccg
cagcaggacg
gtecgagecegg
gcggtagagg
ttecggettyg
cacgcccacg
cggctegece
ggtgacgacc
ggcgcagaac
ccgcagegag
caggttggge
cgggtcgegg
gagcacctece
gggtcegece
catggcgatg
gtcggggecg
cacgaggacg
gacggtcatc
gatcggcaca
geecgegetee
ggcggegatce
ctecacggeg
gacgtccegg
gtcgtccage
cagcaccgtg

gtgeagcacg
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cggatcecggg
tcgtegatge
tccgeaccgg
ggcagcgegg
agcgccgacg
ggcagcccta
ggggcgtecct
gcctegacct
cccaggtatt
cgggagccgg
ccgacgtage
gggaccggcc
aggtgtgcgg
tggatctcgg
tcgeogoagea
gtgagccggg
acgaatatct
cgggtctecct
tgcacatgca
ggtaccgtct
cecttgggea
ggtcgtcegg
agggcggtge
cgggegtegt
taggecggege
aggcagaggce
cgcteggect
cgggcgccgg
tacgggaggy
agcgagagcg
tggtgatgca

gtgcecgegea

cgaccgtgeg
cgaccccgcc
tacggggtge
cccggtegat
gcaccatgta
cgtcggtace
cgcgggegac
cgcccagete
ccaggctgee
gcgggccgaa
cgcgggcgag
gcagceggte
tcecggggeoca
tggagccgta
cggtgtccag
cceggeegge
gctegacgge
cggtggggat
cgtcgaaggt
tcttetgeca
cgccggtgga
cggcegttge
cctcggegaa
cgacgatgag
cggccttgag
cgacgaggte
cgtggtccag
gggtgeggge
cggtgtegtt
cggacagcgg
gcaggcggoyg

cccggtegee

17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
15020
15080
19140

15200



gtccteggtg

ttccaggegg
gaccacctgg
gtgctecgaag
cagcaggtcg
gaagaagccg
ggcgacgtce
catgtagagg
gggcagttce
caggggaagt
ctccagtteg
aggcagtteg
ctcgecccecag
gacggcgtgg
caggtcgaag
gacgtccgtg
ggcgtcggeg
ccggccgagg
gaagccgetg
cggaagcgcg
gccgagggte
gtecgggecceyg
gcccagggcg
gatctcgcac
cgagcgggty
gaacgcgtcg
gtgggcgcge
gaccaggcgc
cgggtgeccge
gacctggacg

gtcgcecegta

aggtgecactt
gcggegecga
accagcgggt
ggcaggtect
cggaaggtcyg
atcageceget
tcggtgecgg
gtggcgecct
cacggctggg
tccagggggce
gcgecggtga
ggcagttcegg
aacacggcgt
tccteggeeg
gggcgcgcegyg
accteccagge
gcgaagacgg
gcgtegacgt
tceggggtga
gcgeegtece
tcggccagee
aagcgggcgce
aagaagtcgt
agcacccgct
tcgggegegg
agcgcgacga
agggcgggca
ttgtcgecceg
agcagegegg
tcggegegge

cggtacatce
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cgaggtogac
ggcggtcgec
tgecgggacag
ggtggtccat
ggtcgeccgga
ccacctecggg
cgaaccgtge
cggtgtcgee
aggcgeccegce
gcagcececgge
gcecggecctg
cggggtcgee
gcgaccagcec
cgaggcgcag
cgtcegecte
ggageggggt
tgecgeagege
cgagcgggcc
gccggtcocag
ggcgggccgyg
ggcgcgggga
ggatceggge
cgtcggegece
ccgecteggt
gcagggcccg
acgccgacgg
gcacgctcge
ggatgtcctc
cctcgacctce
cgaggaactc

gctcgecccgg

gcgggtgaag

cttgteceeg
gtccegeteg
ggcgcecace
gacgtcggtg
gcgggtacgg
caggaccacg
gaacgcgege
cgagccggeg
gagccgegec
ctgccagacg
ggacagttcg
gtcegtgace
cacgcgggcyg
ggccagggceg
cgcgggceegt
ctegtggegg

gtgggegegt

gaaccacagg
ccggatgacyg
gcgecgtteg
gatggegegy
caccgggtgg
cgcgggcggy
gcggtegate
caccatgtag
gccggectee
gcgcacggeg
gecgggetee
cagcgcgecyg

cccgccccac
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gcgtgecteogt
ggcgecccgea
ggtgccaggg
acegtctege
cgcagcacca
cctgecacgg
gtgaaggcgg
gcggcccgga
accgceggggce
cgccagtagg
gcgaagtcge
gcgeggtagg
gcgtggtgeg
cgcagcagcg
cgtacctcgg
acgacggcca
gagaccacca
acgcccatcg
cgecegetggg
tccgtggccg
aacaccgcct
gtggccagea
acgtccagca
acgtacccge
ttgceggtgg
tcgggtacgg
ggctccagca
acggtgacct
acceggaage
ccgggcagec

gggtccggea

ccagcagegg
tcagctggaa
tctececaccag
gcaceceggece
gcatgttgac
gggcgecgac
tcagcagegt
ccaggteccte
ggggccggte
tgaggtaccg
cgtactggac
ccteggocag
cggtgatcag
gtcceccggge
cctegtegge
taggctegec
gggacagtgce
ccacgttcca
aggacgacag
tgcecgggetce
ggagcggcac
gcgagtgccc
cctecggcgaa
tcteggegac
tggacagcgg
agcccgeggce
ccacataggc
gcgagaccgce
cgeggatctt
accgtacgac

cgaacttctce

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060



ggcggtcagg
ttecgeecegee
gttgtegate
cgggaacagc
gtgcgggtgg
gagcaccteg
gggtgcggge
cggtteogacy
cagctegtag
gcegttgete
gecocttggge
cgggtogata
gatgcegteg
cacgatgege
cgecettgage
gaccggttceg
ccggtecagt
ggtgogggeyg
cgtgtegtte
ggagaccgge
cagctggogg
ctegtegeoeg
gtocgaacgge
ctggaacgee
caccaggtge
ccggoocagg
gttgacgaag
gocccacggog
gagcaccatg
ctcggoggge
cttgtocage

ccggogetee

tocgggecggc
acgcccagcg
ggcogogocga
gtggtgaacg
gcggocatca
cgocageocge
aggcacatcg
tgetoegtegg
gtggagatgt
cagcggoeggt
tegeogetgg
cecggggtegyg
gtgeogggea
teggtgegge
acgccgagca
tocggogocga
tecggegtagg
geectgetegg
caggcgacca
cggtoggggt
acggtgtcag
gtectegacgg
toggococggyg
acctgcacga
tegaagggga
agttoccogga
aagccgatca
atgtccteogg
tagagegtgg
agctgoccagg
ggcagttceca

agcacctcge
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ccaggtagec
gcgeegggeg
tgggecacccg
cggtcgeocte
cctgggegac
cgaagcacte
cggtgacgcc
tggogacgac
cggtggecag
cggcggccag
accocggaggt
tgtegggeec
cecgggaeggte
ceggggggtt
cggcggacac
cgecgtggge
tgaccegete
cgtagageceg
gggtgoggtyg
cggcgageac
cgtcgaacaqg
cgtgoaccte
cgecctgeoca
gcgggttgeg
cgtootggtg
aggtegggte
gocgectoggt
tgogggegta
ctccctogeg
gcagggtgec
gcggggcgag

cggtcagcca

gogegocace
gagggtgtcg
ggagccggcg
ggtcgggecg
ggtctegeecg
catgecactce
gtgctcgegg
gatctgettg
cggatagtge
cacgacgacg
gtagatgacg
ggggcccggyg
ggcgatgacg
gocgegggteg
catgecggty
cagcaggagg
gtcgcocogeag
gggcacgcag
ccggteggte
ctecgoogagyg
gteggocgeg
caggtccatc
ccagggooge
ggacaggtcg
ctegacggeg
gccocggacagg
ctcggogegg
cogggacagy
ggcggcgacyg
cgcocegeccyg
gocggocaga
ggaccgctgec
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cggggcccge
tegaggacgt
agccggaagce
taggecgtcgg
gacacggecct
teggeocagga
atgagccocggt
ceggtcagea
agcagcaccc
ttgeggtggg
tacgcegtgg
tcggtgacgt
acgocgcagcoc
agcggcacgt
gagegteeogyg
tgggcgaagc
atcagggcga
ccgteocggea
tcgtogagea
accaccgaca
tacaggacgqg
cgggtgtacg
cggggcgegt
cgctegggge
ccgaccaccyg
teggtgogga
gtccggecgg
acgagggtga
gccegggegt
gtggcgacgyg
cggceggtee

catacggcgt

cgatgaccag
acacccgggt
cgggttecat
ccacggtcag
cgcocgeoggt
ggctgaacag
cgaaggtgtg
ggaacggcca
gttegtggtt
tcacggccac
tgteggggty
cgqaggacggt
ccgaggtgge
aggcggogeco
tggecgacgece
ggttggcceg
cggegteggyg
gcggtgegge
tggtegeege
cgtggtgecat
tegegecgac
cgtggtegat
cggcgagcag
gcagcegttce
actcocgtac
cggcgacgac
ccgteggega
acgocggocag
cccggatcag
cgggecggyge
agtagccggce

ggtcgceogta

21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920

22980



ctggacggge
cagggcctgg
gtcgggggcg
ggtggacage
ccgegaggcy
gaaggtggtg
ctcggggtee
gggggcgagce
gtegeggtee
caccgaggcc
gccgaaggcg
tacgaagaag
gcacagcgee
cggggcgggc
gaggacgaag
ggcggeggtg
ggccgggccy
gacggecteg
gcggccgagyg
catgcggcetyg
ccggecggeg
gaacgggacg
gccgatggge
gaaggtggtg
gcgcacgcgg
gecggccagy
cagcgeggtyg
gggcggggcce
ggcgtcgaac
ccggtggagg
ggtggaaccg

agttcgggca
gaccagccgt
agccggagea
tcggeggagg
accggggcgg
cgcagggtct
agcggtcegce
tggtccagga
gcgggcacca
agggctogeg
cgggcgatte
tegtectegg
cgeteggegt
agcgceggcege
gccgagggca
teggtggtge
tcacegegea
acctegeegg
aactccagga
cccgecggte
tagccgeggg
ggccgeagec
acccggccgce
gtctcggtgg
gccacggteg
caggtgacgt
acgccctggt
accacgacgc
gcctgeggag
gcgagggcgg

gaggtggaca
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gcggggcgcc
cggtegegat
gcgtggegeg
ccgcggcegeg
cggcgecgat
cgtgeoggge
gcacgcgcag
accacatccg
gcggeggcege
gggtgeggtyg
gggcgacgag
cgccgaacgce
cggtgcgegg
ggtcgacctt
ccaggtagtc
ggccggcgceg
cecacgacgge
gctecgacceg
cgcegteggg
cggacgggtc
ccaggegegg
ggtcgtegag
cgggggccgyg
ggccgtagcc
ccggggacac
cctecectegac
cggcgacgac
ggcggccgga
agtgcagcag
ccacggcgeg

tcacgtacge

gtcgtacgcg
gtggtgcacg
cagcagcgaqg
tgcegegteg
gaccgcggeg
gacgaccgce
ggctccgeeg
ctgctgggeg
cgggteggee
ctcgaacace
gcgggtggeyg
gteggegteg
ggcggccagyg
gcecggtggeg
gggcagggcc
cgggacgacyg
ggcgtgcegeg
gaggecgege
gcggcggege
gggcaggaag
gccgecgacyg
gacgtgggceg
gtcggeegge
gttgacgacc
ggtgtcgeeg
cacgaggtcg
acgggcgagyg
cagcagcggg
gaccegtteg
gtgggtegtyg

gaggecegtee
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gcggegatct
gcgacgacga
cccegegtca
gcgtegggta
ggcacgeegt
gacagggcgc
gaggtgtacg
aaggacagcg
gggagcgcegg
tcgegcageg
agcagcgagt
agcagctcgg
ceggegteeg
gtcagcggea
gccgeggegt
tgggcgacga
acggcggggt
agcttegect
accacgtcge
cgctcecggegg
tacagttege
cgggtgttgt
gcgatogggt
gtcaggtccg
ccgacgacga
aagaggeccgg
gcggegggte
gaccacagtt
tgggecgecege
gcgacggect

gggccgacgy

cggcccacag
ggacgtggte
ggtcgaacce
cgtcgacgat
cggcgaccgt
cggccagccg
aggcgctgcce
gecagecageceg
cgccggegac
ggaccteggt
ggccgcegeg
cgaagatcte
cegteteecge
gegegtegge
gggcgcgcag
gccgettgee
gggcggccag
ggtegtegge
cggtgcggta
tggccgeoegg
cgggcacgcc
ccagggggct
ggagggtggce
ggtgggcgce
gttcgeggac
aggtcagcca
cgagggcgcce
cgtaggtgga
cggaccagcg
tgggegtgee

tgtteggeaa

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840



agccgtgtcg
gccggegggt
ggcgegggte
gaggaccgcyg
gctctcegggt
cagctgggeg
ggcggcectgg
ccgggeggee
cggecggteg
ctcgacggte
cteggegtee
gaagggttcg
ctggaagacg
caccaggtac
gcgttegacyg
gttgacgaag
ggcgacggcg
cagggtcatg
gtcegeegge
ccggtegage
ccgecgetee
ctgeaccgge
ggtcagctcg
cagcagcagg
cttggtgagg
gtccacggeg
cacgcecteg
cagcgecegg
gttgtagaag
cgacagctce

cctegeegtg

cccctgegteo

ggggctgtge
gcgggaccge
cgggcgygccy
agcacggcga
ccggcteegt
taggtgaggt
geggegaaca
eggtecaggyg
ggcteggege
tcceggtega
tegecegaggt
geggtggtge
acctgggcga
tcgaacggca
agttccgega
aatccgatga
acgtcctegg
tgcagggtcg
agccgccagg
ggcaggtcca
agcacggcgg
agtteceggea
gcccacagca
acgtggtcgt
tegaagggge
teggtecacgg
tggteggega
gccagcaggc
gcgetgtecyg
agcggecggt
cgctececegga

atccggetgt
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cggggacgge
cgtcggtcag
ggttgoeggge
cgaccaggtg
ggccggocag
gttcegtece
gctegggeag
cegegtecte
aggcggegeg
acagggcgeg
agacctccag
cggggaacgg
gcgggttgeg
cgtcctggtg
aggtggggte
gttgctcgac
tgegggegtg
cgccectgecg
tgacgacgcc
gcgggggcag
gcgacagggt
gecgegggetg
ggccgtgega
cgtcggogag
gecgeggecete
gaacgggcac
agacggtgeg
cggcgocgag
gcatcagccg
cgcgggggac
gcecggttgag

ctcecegetcee

gcgcaggtcet
cagcagcgcg
gtcgagegge
ggcggaacgt
gacatgggcg
gtecggecacg
cgaggecteg
geecegegteg
cagcagggcc
gctgtagttg
gtccatgegg
cgeggggcge
ggacaggtcg
cgccatcteg
gccgecogagg
ctcggeccagg
ccgecccgagyg
tgcggcgacg
gcccteggeg
gocggccage
acggcgctge
ceggeegteg
ccagccgteg
ccgcagcagg
ctegeeggee
cggcteoegge
cagggtctecg
cgggccgcgg
gtcgaggaac
ccggctgatg
tgcegagtce

tcgteggett
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acggccggca
gcaccggtgt
aggtaggecge
tcecgteogeca
agccggttgg
gcgacggegt
ggcagecggta
gtcategtca
gtcaggtgge
atcagtcect
gtgaaggcge
gcggcgggcece
cgctegggga
tccaccgagg
tcggtgeggg
ggccggccgyg
accgecgectga
gccegggcgy
gaggcgacgg
cggtectgee
caggcggcega
gccagggcgg
gtggcgatgt
cgggcgcgga
agcegetegg
ggcaggacga
tgcegggega
acgcgcacgg
cacagccgct
ccegegggtyg
agtcccggece
cggtgagtce

ggtgcteggt
cggcgaggac
cgeceggectt
gcgcgacgac
cggcgeggte
ccggggtgcg
cgeeggtgee
gccgggacag
gggccagccg
cgacgccgec
ggtegeeege
ggggcacgta
ccageccgete
cggcgoggac
tgacgacggt
cgaccggctyg
acgcggeccag
cggcgacggc
ccgggcgggg
agtacgccag
agtcggegta
tgtaggecege
gatgcaccgt
gcagggggcc
cgteggecte
cggcgccecgge
cgacacagct
cggtgccgaa
gctgggcgaa
tegtgeeggt
gtcgegaget

gcggtegege

24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700

26760



atcacgctgg
cgcegeegea
acccgcaggg
tecctggtece
tccagcacgg
aagtcccagg
gggccctgga
tcgacgttca
gccteggegt
gggacgtcgt
acgacgccgt
cgctgctgee
ggcgatcteg
cgccteggtg
gtagtcgegg
gccgagcagt
gtccaggtcg
gcgeggtteg
caccttectge
gtagttggtg
gaagtcgtecc
gctgtagceg
gtgcgeggeg
gcgttegteg
ggtctcegeg
ccgggcgace
caccggecgce
ggcccactgg
gaagtcgacce
attgcgeate

catccccoga

ccagggcgeg
tcggggeggg
tgaaggcgec
agccgegecc
cggeggggtce
tgggggcege
agacgatgag
tgtggeccogat
cggcgoogte
cgtgcgaggt
cgcaatccte
ttgcttecgg
ccogogegga
gcgcectgga
ccgatcagea
tcggeegggt
gtgtgttcge
acggacacca
tecgtactgge
cegeegtggt
acggcggoecg
tagcgggega
acctoggeog
aacgcgggea
ccctogggeoa
acceggteoce
acaccggtgg
aggtagtcgt
agceggteet
gtggcgatgt

tgccageocga
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gtgggtgccg

cttctoctgg
cacgccgggc
gaagccggac
ggcggtggge
gggcgtgacc
Cg’CCng'th’
cagggtggag
gggtcegtge
gacgaccatt
ccggtacage
tggagcggtc
ccgccaccat
cgtagatgee
actcccoceoege
cggtggagte
ccgtgggeag
ggcgggaggc
ggcggtagag
agcgcatgat
ggtcgaagac
acaccgcgca
cgctetggec
gccggtgeag
gccgggggcy
cggcgagcac
cctccacgeoc
ggtactcgat
tecteectggag
ccttgagaaa

attccttctg

gactcgcttg
ctgagcttga
gcgatctgge
tccagecegec
tccactgtge
ccgtagaccg
ccggagcgea
ceggcgageg
cggaacagca
gccagtgggt
ggacgttcgt
cgggtcgcac
ggacagcagg
gcaccggaaa
ctegtceegg
gtacccggtg
gaactccacg
gttcatcacc
gccctggagg
ggcctgettg
gcggttggeg
caccteggec
ggcgccgace
caactgggag
caggccggag
gtcgagegeg
gtactcgacc
ccgggaggge
ataggacagg
ggacacctgg

cttectccagg
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cttcgaactg
acatcgtctg
ggaagtagtc
gggeggtgte
cgttcacgtg
tcggogagac
tccggegeca
ggacggtgee
ccggoegegtyg
tgtgtcgcag
acacttcage
cggcogccgg
gtggaggcga
tcceceggtgg
cggagggcgc
gcgtacacga
cgtacggcgg
cgcagccgeg
acgtcctegt
accteogggeg
aacgggctgg
tgegggtage
acgacggccc
ctgtgccaga
gcgaggacga
acgacctcac
aggtggttca
agcagggtgt
aatccgaaat
agcgaggage

aaaagggcct

ctcgaccacg
cacggaatcg
gagggaggac
ggagacgatg
gacggcgatg
atagccgtge
ctgcgggttco
cgcggcgacyg
ggtggccacc
aaacgccagg
ccctgtteee
tgatcgaccg
tgcecgtgggt
tgccgageeg
cggagacgcc
ccaggteggce
cggattecctg
gggcgccgga
cgacgacggc
gggcgaagta
agtcggcgac
ggtcecatgag
ggcggggcgg
cgegttegee
ggtttctggt
cggctteggt
gccggtegge
gctggttgat
cactggtggg
ceccecaggag

tcccggegge

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620



ttcggatteca
gacgtcecagt
ggtcatatat
tcacctgcga
tgggttatgt
gaacggaagt
cegteggegyg
tggacggegt
gogaaceggt
teccgtegagt
teggcoagag
aatcoggtea
cccacctoga
teccgogagece
tetggaatgg
tgetgataca
cecctactte
cocgeatcaac
tcgcaagagt
cgteoateege
cogataggag
aaatcactgg
ttgtggtgee
tegggetgte
cecggagaata
tecggoggogt
ggggcgtgcg
cocoogageoa
gocgagogoegt
catcgtggea
gggcagggtyg

tacggtecge

tggagcgececa
acttoctgatt
caaccgccat
cgtcoctocag
cgtagtcgac
gcteccagete
cgteocageag
ccteggacte
cgteggecag
agaagggtgt
agoocgcoagaa
gctggtegag
googotocge
gcttggaaac
gctegeeggg
ccgacgacgce
catcgacaga
ctteocettgt
tttectatgeg
acogocggaa
agggcecctag
cctaaatcet
gggegttteg
gcgtegggtyg
toteocaggac
tgcgaccgag
ccttgaccte
gggtgctgat
cgagctggga
gcgecgogtea
ggcggagtte

ccggegegeg
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cogecaggac

cocgggetetg
tagtttttca
atgcgtgagg
gtgggccatg
gccgtaggag
googeoatteg
caccctgege
ggcgetgeeg
cgcgetgteg
cagggcgaag
ccggtoggac
cgectogacyg
caggogocac
cacataggcg
ggttaatteg
aggcagcagt
ccageoogatt
coccegetatgt
ceggagtcaa
gogattocte
tcatgaggac
gtgtceggge
ggcgcegggt
caagcogtgg
cogcectteocge
ccgegocgec
cttectegeeg
gtcacttecge
gatgcgegge
accgcgtegt

ggeccgcgate

gagattcgeg
ctgcocgeoagtg
atggatgtat
gaacgcgcge
tcggegatgt
gagacgacgc
agcgtgaace
acggcctege
tgccecgatga
cggaggtact
ggaaccacgd
acttcacgca
aactcoggeg
agagcgtgct
gcagecgcettyg
ggcgegeecg
tgctgtcega
cattaggacce
acccttttgg
gegttggete
agatcoggeo
cogtecagett
aggccgcgeg
teoccacggete
gcggtgaggt
tcgtacaceg
ctcagcgect
aagatgtagt
ctgcatccoge
gtcgcoccea

gocggttcaac

atcattcegg
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gcaccgaatc
gatgattgct
cgtegcagga
tgtaaaaggt
ccagocggecg
tggogeoegta
agaaggtctt
cggocaggeyg
cctegtgeag
gggtggagtg
cggacgcggg
actgcgggac
cogecatgtg
cggegteogt
cggogatttg
agcogattte
agctattttg
ctacaagcca
gcagactcac
ggcaggygcgg
ggcgegtteg
gocgacggac
ggagcgoced
cgggagtecct
ggtcggegag
tgaagatgac
cctoccocggaa
cgegagagat
ccgegegcgg
ggtgaactcc
gggtccaatg

cggggcggayg

cgattccoggt
ctgecgageeg
cgcccagaat
ggtctggtac
gatctcocgeg
ggccegggge
ggcgacgaac
gtacaggttg
gatgtccggt
gaagtacceqg
gcgtaggegg
gcecgtegecyg
cocggtgocgyg
gtactecgacc
gtcacgecge
cacgaactte
gttoggacge
cccgcagcac
cggaaattat
cttecaagtte
ggtgtgtcce
gectetttege
aactgoceogeg
tcgacaggge
ggcggtgagt
acggcagtgt
cttecgggetg
gcegtgtttg
agtggtgcgg
gtcecgooctg
gaggtcgecga

ccgtocagtge

28680
28740
28800
28860
28920
28980
25040
25100
29160
25220
29280
29340
25400
29460
29520
29580
23640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480

30540



ttgacggtga
agcacggata
acggtgtagg
tcceogeoatet
aggctettga
coggoogtac
gcgteggecg
gacgagacga
cttogeogag
cocctoacatg
cectegtetee
goocgteocagg
cagogegteg
goctgogagag
ccactctgcg
ggcggcccga
aaggogtoce
agctogooce
gtgacaacca
ctgtgacage
ccgoogoage
ggctacggac
cggtacagca
aagaagccgt
cogoogacga
agtgeccttgg
gtgtgegtce
cocgeeggte
acacgggtca
atcoggtoga

ctgtcacagg

acgtggegec
cgtgoccagac
tgcacaccga
cgoccogocgt
tteoceggagtt
tggtgtagtg
aggagacgaa
caaggogett
cgetetgege
ggcagaacta
gttgggggeg
atgtgecagece
tocacagece
teocgagtgec
ccgeeccegte
cgagcagaga
aaaacgccga
cagcagcage
gattgtgacg
ggactggect
tcaggggcge
agacgtggat
ggagcacgat
tgatggagtg
tgecegatgag
cgatggeogec
tttgetgtag
gcteocogegeg
aaggtccecgt
cggoggatte

tcatcecgecece
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ttggggcgeg
gcecttggge
ggccegtogeg
gggcgcaagg
gtcggocacg
ggcggtggec

caccacggtg
ggacatgaag
accgoggegt
ctcaaccgaa
ggtattgage
ggtctgeaag
gcgacgtgag
ggcgcggcaa
acccgtaccg
atccagcacc
ttegoogeet
ggctactgte
tteggtgate
cgaaggtgga
agtgcoceoccgec
cgoecggtege
caccgagccg
cacgccgaag
catcgtgacyg
cgcgatgagg
gtggtgccga
gacgaccggco
ttccteoogac

ggtgactggt

tcagtcocecte

aaggtecgtgt
aacgcggogg
gaagtcgect
cccgaacteg
gtggegetga
tttgagatct
coggcaacga
tatcceoctea
tgtgtacaca
gtactcagac
aggegetttt
cttegtegeg
gtacacecgcc
cgacaccttg
gtccgeggey
gcccgcetgcea
cccacaccga
accegttegg
gtgacaccaa
cogaatgcag
cgcagcacag
ggtcagcgeg
acgaccgcgg
atcaccttge
aggcagcogo
ccgatgagaa
ggaaggcccg
gacatacgga
cgacccacce
caaccttoga

aggtcgcoccco
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cgtggtecctt
cttcettgge
tgecacgtgge
ceggccagge
aggtgagcga
ceggettgge
cggctgegge
tagatgaccg
goctgteteg
gecctgaget
cgaatgtgge
atcaggacct
gcggccagca
tegtecgece
cagceggtce
cgacgcgcgyg
tccecacagga
cggcgggcge
tteggagetg
ttcttgacag
tecggttcagg
aacgoetgteo
cgatccatgt
cgagccagec
cogggteoctt
tccaggogat
acgaggctecc
tatcegectee
ggcatccgat
tggogeoteoga

tcggaaggeg

ggcggtggcec

cgagctcttc
tteccteogaca
gagcaccege
ggcgetocca
cggcacagcg
cacggeogage
ctactggtet
acggocotge
tgtcgttcaa
gtcecageace
tcagecagatc
gcgttgtgag
cgtaccgeoga
agctccacca
catccogcac
caggoccggac
gacagagcec
gccegetgac
Caaagacgga
gctegacgec
ggtgaagagyg
cgagaggtgg
gccgagcaga
geocgggeatyg
gatgccecacyg

gccggggetg

ggaacactcc
cegteggecg
tecaaggttog

tccaccagag

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30560

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

315920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400



gtcaggcggg
acggccctcg
agctggcgag
cacgecgtgcet
tceceeggetg
gectgggtat
agcaggtcgt
aagggagttg
ggcggetegt
gcgtggaace
cgctegecaca
gggaagtgac
gatgectegg
ttgegteggg
cgccatatct
aggagcagca
caaggcgggyg
cgcgatcect
gcggatcttt
tcggtgecaga
gccaccaacc
accagtggag
atggcggagt
gcccgctgga
aaggggccca
gccgtgeggg
caggtggaac
tcegecgect
gcgggecatge
cggceccacat
gagcagttga

acggggagcg

tccattecte

gtgttatgga
gagggcgtgce
cattcggegg
ggcceggetg
cggggtetgt
gaaaggtgac
cggctgette
agctgaggat
actccagcag
ggcccgcaat
ggcgeacggt
cgcegtgege
cgtccgageg
tagcggcaca
ccatgcccag
ccacggctcyg
cgtcgaagtc
ccgaccgggce
tgcegeccat
tggtggacgc
teggtgaaca
acttccacac
cggtgatcaa
gcggeggact
acatcggcac
tggaactgge
ggggegtgee
cgaagtgggg
tegeceggaa
cacatgtgtc

cggcggttgce
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cggatcccca
taagccgaag
cgaggcagtt
acttecctgte
agggctgagce
gtggtgcteg
gtgcggtgca
gattacgcce
atgggcgaat
tgeggtgcegg
gegeteetgg
cgccgaaccg
ggcgactteg
ctggceagte
cgaaacggcg
cagcagcgat
cgcgecttttg
cgcccgggcg
ctccctogac
gaccgagacc
ggcgaagata
caccegggte
caagcaggcg
gcccgectte
gctgacggta
ggccgeoggea
tggtgacctt
cgtgaccgceg
agccggacac
gttgggeatc
tgattagggg

ccgcagaggg

gctgectcac

ctcaggacgt
cggttgtcac
accggegecg
cctteccacgg
gtggccaggyg
accgccttgt
ccgecagetcet
ccgegggetyg
ccgtcotegg
aagacggctt
acgcctgega
gctteggega
atggtectecct
ggcccogecyg

accgtcctgg

gccgccaagg
atcgaggcgce
ceggeggteg
agcgtggact
gggggagtac
geeggetggy
atcatggagyg
ttcatggaga
ctgaagccgg
cacgcecctee
cgecacgatgg
cectecectga
gagtggaaca
ccgetcacca
tgtggecggea

cattgecggte
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agggtgctgg
tectcacggeg
cgaggaggca
acgagccgga
cgaggcggaa
cgatgccgac
cgcggatgge
tcggggaggg
agacggcgta
acgcactcag
cgaggagege
tgcgggegat
cggcgaggat
cgttgctaag
ttttgtetet
tcaccggege
tgccegtacg
tgggcgcgga
agggggtccg
tcgegagega
ggcagttcegt
ccgagggecg
cggtgcgtgg
acctgceccct
acaccgaact
gagaccccga
agcagatcge
gcgtggaaga
acgtggtcct
ccttegecga
agggcgcgcc

ggggggcatce

ggacccgggg
acgccggatg
tcccacttet
gttecceggge
gaggcggteg
ggcgagggte
ccgctggage
ttctteggtg
gcggacgaag
ccgatgggeg
ccggeggatyg
ctgctecectgg
gegetgatag
tggegggcecee
ccggecettyg
caccggeccag
tgcgcteogta
actggtacgc
cgcggtgtte
actcgceccag
acagtcctcg
ctgggeggeg
tgcgggttte
gctggeacce
ggccttggtg
cocggtteocac
gcagaccttg
ggcecttgee
ccagcccgccoc
gtgggcggat
attgacccct

ggtgecggte

32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260

34320



ccctggacgg
gcacgacgtg
ggaggcatcg
tggagtcgte
ctgccegggt
cggeggecte
ggccgggtece
catgaggccg
agctgaggaa
ccacgtggga
tctegecect
ccggagtcca
gcaccaggee
atcgecegett
tcggacagcect
cgtgegggte
cgggccagcet
gcggecegge
tgctegggeg
ctteccectte
cgggcgacgg
gtgactcegg
attctgtggg
catcccgaga
ccacgeggte
tgttcecgeca
cgagcaggtc
tcggtggtogg

ggecctggtee

tcctgateat

cgccctegac

gctgcaatga
gccatcaggg
gceccagtgeg
gtggcttegg
gtcgctegeg
cctegggtee
cgcccatccg
gccgtegtag
gagcacagga
cgacccgaac
ctecctcateg
aggttcegea
tcaaagccca
cccagtgege
accgcagctt
ggaagcggag
ctccgatctt
agtcgggceg
gcaggtagat
gtcagctgag
gcttctggtt
atccgetgea
gccgtgtcag
atctcecegece
getegeegge
ctcecececegee
gcececgeteee
ccgttgtgaa
cgectcaggat
cggatteggg

cgggacggtyg
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gcaggacagc
ggtcgggcgyg
ctgctteege
agccegteeg
tgggggaacg
tegeceoctett
cacgagcaca
acgctceget
tccgggacgg
teecteegteg
ccgecateege
cagcgagate
cgacgagccg
tggttgatga
gccgegeceg
gcteggecgg
ctecteoggge
tgagcagtge
cgetgegeag
gccgetgeeg
ccegtectta
agcggagcaa
tegtececegeg
tgcatcacgg
ccggtgggcyg
ccccagggeg
ggagaggccc
ccgccacgeg
gccggggcgg
tegeecttge

acgaggtcgg

gcagaggggt
tacgggatgg
tgttegegeg
ggaagtacac
agtaccgcaa
cctegteget
ccgcocgogeaa
ccgatageca
tgccatcgge
tccacgtcete
acccggccga
ctcgaaaagg
acecgagegea
ggttcaggaa
ccgcccggag
cgaggttecge
agtccggaca
gccgacgata
ccgacgcaca
tggcaggtat
tcgacttcga
ggcacgtcag
acactcgcge
cggcgccaac
acctegtgee
agtccteget
cagcatcacg
ccgecegget
tecaggacgge
ggctgaccag

gacgcagtga
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ggacacgaga
ggatgatgta
ggtgceggea
gcegtgggeg
ggacgcgygge
ctegttecag
cgctgeegee
cctggectee
cagcaacacc
cctecteacct
acgcacggat
tgacctcgea
gaccacecgaa
agcggggtca
cggeggttge
cgtcgatgee
tcctgacgge
ccggeegtee
gatagattga
tgcaggagcee
cagagtgctc
acattttecce
gctaccggac
ggcgagcccg
gccacgttee
gcgeteogeag
goccogtcaag
cgteggectg
cttggcagece
gacgacccgg

gctgegececga

tccctggagt

gcgegggtgt
gcectgttegt
ctggceccatg
gatgeggett
tcgagagegce
cgcggtcoge
gctccggaag
ccgaccgcac
tcacccateg
acagacgatt
cctececaccgt
gacgaagege
cttctctaca
tecggegeceg
ggcggcacga
ctggcgecact
gaccgtegga
tegecaaggeg
ggtccagcta
ggtgtgctca
aggatgcceg
cgggcgggcc
aacctctggg
cactgegege
tactgccgea
gtgctccgga
gccatcgece
agccggaaat
ctggggggag

tcgcegaceg

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35940

36000

36060

36120

36180



gtagcacggc
teggeoggeac
acggogocge
gatggccocgeg
cgtcggocgac
gtgceceogac
ggcgcagtte
gtteggtoeg
cectgggeecg
ggtccagcag
getgggctac
tgaagtagcg
acgegtcatg
ccegggettt
atcecagatce
gagatecggece
tggtacctge
cctetgatee
gggttcggeg
acgtacgece
gaccacgtge
gacctoggec
acgcogggga
caattggcga
ttecetgegeg
gtggtcageg
ctgaccgtac
gaagagacqgqg
cagctogeoeg
acctaccecge
ggcaagatcg

tacgceccacg

gatggecocctg
gccggtoceg
ctettegeeg
cgggaccacqg
gagcggeage
gtegoggeag
ccgocacggeqg
ggcttgttea
ggggaggaac
tcgtgtgeeg
gtgcaggteg
caccageccge
cegtttogga
gactgaagga
acgaagoggqg
cgggcgaggt
gtgaagggat
ccggaacgga
tcggogacga
agtacgtgge
aggcggccgg
acgaggtgec
tgaccgtget
aatggaaggg
agctoggtge
gtgtcgacct
tcaagogegg
cgagtctgga
agatcgggcg
tgtcocgaage
tgctgacggt

ccttggacga
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cocgoctogega
aggaactggt
gocagttett
agcatccggg
ggggcccgeg
tgecagatgee
gcagtgatca
cgcacggcca
gtccggecegy
agatatttet
goggeggece
agttccaggt
atggtcagat
gcaacgttte
tgggooggaa
gctegtcegg
gaaggtcatg
catgtoggge
ggtcttegge
cgegecggct
ggogeccgatg
gtetacttte
ggtcaacggg
ggcacacgtc
cgatgagtte
ggtgatcgac
cggcaccetg
catcaccgtc
cctgttogac
ggtcagocgca
ggcctegtga

gttgcatata

cgagttcgag
aggaagccca
cocgoggteac
gcteoctogta
cgatcagggcoc
gggtggecgat
ccaggtectte
gcetoeggeetyg
ccggagtgag
cgagcegttg
ggccgaagtyg
cctgcccgag
tgcogaaceg
coccgagaaag
gttetgeggt
gtgcacgcgg
ccggeoggga
gtggtccagy
atgectgeggt
totgacctgyg
goeogtgetea
accggccagyg
gccgecoggtg
atcgcggtgg
atcgactaca
accgtoggcg
ctocccggtgt
tocgaacatte
gagggcacac
cacacgcgag
tcgocgaaac

ccecgagetgg
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cttgtoccteg
gcctgeggte
cgacgcgegy
cagcggggtyg
gtcgacgcgco
ctecggegteg
gacgtagcecg
gcgggcggce
ccegggtgece
gatctgacgg
ctggtgoegec
atcgttcacc
gtettggacyg
cgacaggcge
acgacgaggt
cgggcatcaa
tgaggccocggc
cggtegetee
tcececoggatt
ctcacaagecc
cggcoctggea
tgcaccagec
gagtgggcca
cctcaagtcg
ccacgacgca
goccggacgg
tettegecga
aggtacgtte
tccgggtocgg
ccgegeaggg
tccagcaggce

aaacggtect

tagctctcoga
tcgaacgcac
tecggcocagag
gtgaacacgt
ctgtocggaca
gggtaacgge
atggcgattc
cgcagcaggyg
tggggggtge
ctcagcgcocg
gcoccaccacgg
ctcgcagggt
geccatgeegt
gatgaaggcg
geeggotece
cocogocggac
getggagttce
ggacgtgceyg
cgacggccgg
ggeceggtate
gtacctggte
ggtgecgate
tttegeggtg
gcacgagcgg
ggccgoggac
ctcacgectte
gtacgaccecg
ccacggocce
ggtggacagc
ccacatccaa
ggtggcgaac

ggccgaagac

36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36500
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040

38100



accacctgga
gccgeggegyg
gaccggcccg
ccgcegagcag
cacgccggtt
cttcoggaaga
tgcteegetg
cgeccteggeg
cgtccgegac
ggttcatgte
acceggeeca
cccgecagtee
cgggtgecctt
cgtacacctg
accagtccte
tcgoggegaa
ctatctececte
cgtagaagac
tceccgatcat
ccgcgggcege
gtcgtggaag
catcatateg
tggtgcacecg
ggaacgacgg
cgccgaccte
ctcgeccget
gagcgagcag
ttgacacacc
gtcgcaggee
ccagtggege

gggegetget

ccgtcacgat
tgectegactt
ggacctcagc
cecgeggegec
tcctegggte
cgctgacoge
ccgtgecegac
accgatcgecc
ctcceggacg
gatcacgagg
aagegtecgg
gatgcggege
gcgatagggce
catctccagg
gtagatcgac
tcgegteotge
aggaccggcg
catgcteccee
gccgccgacg
gattccegeg
cgccccaggce
gcacggaggg
ggtagcggga
agtggtggga
cacaggttca
cctccoccogga
ccgagcctgt
gcgegtegeg
ggggaagcgc
gcccatgeoac

cttcgcaccc
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gcccggacag
catcttecatc
agttgcccag
atcttgacgg
gctgteggece
cgctecceeg
gaggtctceg
gcgcagegte
acacgcttcg
acatcgctgg
tagtactega
agcaccgtet
aggccgtcga
gaactgatcc
cggtegagga
aagaagtaga
gtgtagaaga
agctctttgg
cagatcactg
caccggctct
gcaggtgacg
gtgttegaat
tcatcggagg

caggggccac

ctctcacegg
acagcgcgta
gtggacgeeg
aggccctcce
tgccacaage
cggtgggege

gatgtgcaaa

gggatgcteg
cccegtgtea
ccgacccgat
gcaggcccag
aagtcagcgg
atcctggatg
gacggctgag
agatgcgeccg
cgtcgteggyg
cggaatagtg
cgagactttg
cgaagtcecge
tctcacgcat
tgccgaggte
cgttgtegte
gctggagaag
goggcaggat
cgatcagcte
ccatacctcg
tccacggcac
agcctggect
ctacgtgete
tgatcatgta
tgacgcacgt
tgaccaagga
caccgatcag
aacgtgtegg
gccatacgag
gggtcagcge
cgtgtecgaa

atacttcgge
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gcccegtege
gctcggtgag
gagcgcgggce
tegegetgee
tcattgtgee
cggoggettt
ccgtgetgeg
gactttcgece
gctgttcace
ctegtgeace
gtectgeteg
tctgagatac
catctcecgeg
gtgattgact
ctgtttgtac
gaagggatag
cgggttgtee
ggccacgctt
cttetttece
acgcaccgcc
ccgteggacg
gtgecectgga
gcgggtggge
atcegcagcece
aagatcgecce
gagaacgacg
ttaccactcg
ggcctogtee
gatcttcate
tgtgaggtgt

gtcatgattg

cggacgcgcg
cggtgtccca
gccocgagttge
gcgteggatt
acccgtccca
cacggcacgc
catgececgege
acggcaaggg
acgtcggtge
cagtcgtegt
aagtcacgee
accatgagat
agcaacccct
ttggcgaagt
gcctecttga
cgcttegeeg
tccacgetet
gtcttececega
gggacaccgt
gcggagcgca
accgaagcgg
tggaagacgce
ggaacgacgc
gcgctggagt
gcatgccagg
ccgegaccec
acgaccagcc
cccggtgega
tggagaagaa
gcaggccggce

ccgtgcagca

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39360

39420

39480

39540

39600

39660

39720

39780

39840

39900

39960



acgagacgat
tggccactcg
gatcctecac
tcaattgatg
actecgatgeg
gccegggege
tatggcggee
cgtcgaaaac
gaaggggcga
ccagcagtgc
tgaacgectge
tcgagttagg
ctctgctgag
acatgtgatc
ggaagggcgyg
cctgtteggt
acgacccatc
gcccgetgtt
ggcggacaga
tcagcgecate
ggcaccgaac
tegetgtgge
cagcggegte
cgagcggccc
gaacgtccgg
gggccacage
ggtgaagtce
gcgeagtgeg
gaacttcatc
gagcecegee
tcccacgacg

tccggcaceg

gacggcctct
gggaaaactg
ggattgcceg
ggcggtggte
ggatatcteca
atccectettt
tcttetgegg
gggccgetece
agcataaccyg
gtcggeggece
teceggegace
tgagaggteg
acgtgtgteg
accagtgggc
cagggggccg
cggaaacgcc
gggtggcggce
cggtctgcac
ccggctgeeg
ccgecegtege
tgcgteggee
agggcgtegt
gcgatctege
gcgaccggcg
gtgaggcggg
gcgtagtact
atctcgtgea
gatgcgggat
ggccaggtga
tectgtgeca
tgtcecgeegg

atgtcgagga
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ccttggegea
ataggtgtgg
tcgagegegt
tcgtaaccgg
ccegactget
ctttegatca
gttcectgag
gccgecoggca
ctgaccaggt
tcctegatca
cggcgeagec
acggatccce
gcgagcgcgg
atcegeacce
accctgtggt
gcggggtgte
cgggtcggge
gctgtteggg
gatgttcgtc
ggcctgacge
cgtcgacctg
caaagcggag
ggcaggtggt
tccaggtgge
ggccgaagtc
cgtccecacte
tgacgacgat
cgggcaggta
agtcggccag
ggatcegege
gcccgaccag

cgctecatcce

ccgtegteec
acggecgtctt
caccggtgag
ccatgagaag
caacccgcac
gtgaggacat
gcgtecatgte
cgoccgagceag
cggcgectgg
ccgctgectg
gggcgtggte
atttcggage
cgegecccac
gtttgacgge
gatcgaaagt
tgtectecect
gagcgggcett
ctgceceggcet
acgtagecgeg
gttggacgce
cgctctgegg
gtggtcegge
gctgagccag
cacttcecgge
ggggacggcyg
cggcagcgge
ccegteeggt
catcaggatg
gteccgegget
cttgtggacg
ttgggcggece

cggacgtact
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gcccaggaca
gcggagcage
cagttogagt
tgccagteeg
cagegegcete
gtacttgata
gaacagcgca
tgagctcaac
ccccgoaace
tgcggtgact
cgcacagtee
atcggggtgg
ggegtagteg
ctcacttgat
gccggacatg
gccgecgacg
tttecacege
tcggeggaca
cacggtgtgt
tgtggtcteca
gacaggacga
accgtgacge
ttgaggaccg
tgceggagge
ccggoogeca
ggacgtgacg
ttcagcaggg
tacctgccga
tecgtaccgea
gttccggggt
agcagagaga

ccggccgace

aggtcectcga
tcctcaacca
atggcaaggc
aggttgatca
aggagatcct
agagtcagga
gtcacggcgg
gcgaccatgg
tgtagcecgat
cgggcgetgg
agactcatga
gtggeegeag
gtgaccagec
ggcgctgeca
gtegattact
gccgtgggag
ccggaaggcg
gaccggettt
tcecctgeocte
gcegagegtyg
ggtcccggag
cggcegttgeg
cgggatctee
cggcgtcgag
ggaaggggcc
gcgacgtgtt
acgtcagacg
ccaggacgtc
ccgagtecge
cgcgetegat
cgtatcccag

gcagggtgcg

40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820

41880



ttcggtgaac
gtaaccgagce
gttccccacg
cggcegtgeg
tgteccgaagg
gccgcacgaa
tgtgttgegt
cgaggeggee
cgggtgtgte
tgatcacctc
caccggtege
cgtacceggt
cggceggtge
cactgaccag
tcagttegte
ccgeocagggt
cgggcgcegaa
tcaccgecgat
ggacgtageg
cccggateca
cgtcgtgcag
gocaggtgea
cggccgecac
tgtactgaac
ccacctecgg
gcagcegggeyg
cggaggtgcg
ccgegacege
gcaggacgag
cceogecegge

gcagcacgtg

ggcgagatcg
aggtatgcgt
gcaggtggcec
gtgtggtceg
cggcgggcgg
ctcgategtg
cgtggcacga
tcectegteg
ccgcacgace
tttegtgegg
caaccagccg
gctcgtgacg
gcegetegeg
ttcgcgacac
ccggtcggca
cgcctcoegec
acgcteggeg
gcgccagcgg
gtagccggag
gtcaccegga
cagcggtgtc
gccgacgteg
gttgcegtgg
gacggccggg
caccaggagt
catggccgga
ccggagatag
gceccgocgec
ggcgacecge
ctcggcgaag

catgcccegt
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cctegttetg
cgtgegecat
agggggctce
gtgttceggg
cgcagagcct
tegggtgtga
cggctogect
ctccagatct
gectogatgt
cccacgatgt
cccggaagga
gacgccccce
gtggtgagee
ggcccggcgc
cgcagcacct
agtccgtagg
aaggcgtecct
gagagatcga
tcaggagcca
ctgcgeaggt
aagaaggaac
gtcctggega
ctgagcacga
tcegacgeeg
acgtcgaccg
gccgtcagca
gcgteggacg
agcacgccga
tegeegggte
aggtcgetgt

ccggagectt

aagggtcagce
gocgaggecte
gcggtgtctg
tatgtcacgce
tgccgetgga
tgcccagete
cgtcgtgecg
gctcggecag
cgetegecca
acagctcgee
ggacgcgacg
ggacctcgac
ggaccteggt
cggacggcac
tggccgggeyg
ccggcaggaa
gaagccgecg
ggccggccgg
tggtgaaggt
agtcctecgg
cgatcaggcce
geegtgtgee
cgcccogegg
ceccgegegac
ggcgggcgcc
cggtcecgtac
acccgaaggg
agaaggcgcg
gcacccegeg
aggacagcgc

gtgeggegac
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ctttggtget

cagggccggt
gagcactgag
accggagcegg
ggtgcgtgeg
ggccaccaca
cgtegtcteg
gacgecegtgg
gtggttcgeg
gtegtgecac
gctctetteg
ggcgocgaca
acgecegcace
cggtacgtaa
gccgagggga
gacgttctcg
gtcgaccegge
cggcgccgeg
cgcccccage
tgtcagcaga
catgtcgtgg
atgggcgatg
ttcgetgete
gtgggcegeg
gtcggacagt
ccgagagcgyg
cgcgggacceg
cgcgaagtee
cgacagcage
gtegeegtece

gcggecgage

cgctatcgga
cgtgegggga
tgcecectgtag
gacatgtacg
atccegecge
cgtgcgegga
acgacgagcc
acgaggaggc
ccgaagacga
aggcccaggt
gggtggeggt
gtgccgggea
ggcgttecca
cggccccggt
gggaaggcga
gacagtccgg
teggegecgt
tcgegectea
cgcceccatgg
tggatgtcga
aagaggggca
gccgcecaccce
gtgccegacg
gacggctcgg
ccaggaccga
cgcagggccg
ggcagcggca
accgacgtceg
ccegeggeca
tggceccocegge

gcggcegaaca

41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680

43740



gggtcacgac

ctccegecacg
ctcgatctee
atecggtgtce
gacggtctgt
gtgaggccgyg
gcecgggcecgg
gtegtegtee
gtcgtgetgg
catgccegece
cagcgcggcyg
cgcacggcag
ctececgacaca
gttecatcatg
cgegtgette
gtgcegggat
ccattcecge
ggtgaggaag
ctcggtccag
gaggtagtag
tteogacecgag
gtccagtgct
cegggtecgg
gtececgecceg
gtgccagteg
ccttteggeg
ggagggcgte
gtggggctcyg
cagggccgag
gcacggtceca
ccagtgccgt

gcccgaagee

agcggttcog
gtgctcgtet
agcacgatct
acgcccacct
tecgatgtegg
cgegtegggg
cgggccaggg
gccaggagcce
atggtctcga
gggtgcttga
gcctgatggg
tgcegggect
tgggcggcega
agggtggcgg
gaacggagtg
tecctecegeac
aggaagttgt
teccacggtce
tcccagegeg
tcggtgtaga
gtggtgaacc
tccgeccage
ttgaactteg
atccacaccg
gcegtgtgeeg
ggggagactg
ctctetgteg
gctcecgtaac
gagtacgggc
cgtgtcggac
ctccagctgg

gaggtggccg
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tgccggecte
cgaagacgat
ggagcgegtyg
cctcgacacc
tgacactcge
cgcggoggga
cgcgcagctt
ggacgatcga
tacggcggat
cgcegttget
ccggatcget
cgtcgegggce
gegecttgta
agcgcacgtc
agaccccgat
cccattgcag
gagcgccggg
gttcgtcgag
tcgtctcgaa
ggtcgtocegt
cttecgggege
cgggaaccgg
agtgcgaccg
ccgegagete
gccggtccac
cggtggtggg
gtctgcgeag
acgtgegtge
agcgccteoga
ggggccagec
agacgggcca

gectgecgee

cgcgatcacc

gcggtecctec
gatcgagteg
gatgcgcagt
ctgtgacatg
ggcggacgcec
ggctttgatg
catcaccttg
gccggecgtg
acggtccgeg
gtegecacagt
caggagccge
gagggcggac
gccctgegga
ccggtccagg
tgcccaggag
tagggtgeceg
catgcecgtge
ccagtcgaag
catcagcgceg
caccgoggeg
gcccgecgta
cagcgecegyg
ggatgacggt
ggtgacgtcg
tgccagcagg
gccgteggeg
cgcgacgtca
tgctgttget
gcacgtcggg
ggtgtgtccc

ggcggacgte
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ttggtgateg
acctcgatgt
aagcgcggea
tgctecggega
gegtggtgtt
gggactgacg
tccegegggg
gcgtcegegg
gatgtggaat
agccagatgt
tcceogeatga
cagattctge
gcgegtgact
tacggctcte
tagcgggect
gagaagctga
aactcgatga
tegatgeggt
atcttgttga
cggtgeogece
ggccggacga
tcgggeccga
acggcgggca
tcgaactegt
ccgaaggcgg
gcgatggtgt
agcaccttge
gagccgocceqg
gacgaacgag
gaaccgggtg

gatacagaag

gaagaggtce

cggcogogaa
cgtagtgctg
aggagcgcag
cggateggeg
gtcctgttet
gtcagcgage
tctccaacga
cgtccaccga
gcgggtagaa
aggccatgeg
agacggagaa
ggatcaccgg
ccgagatcac
gtttgtagag
ggaccagtga
cctegtectg
cggeegecte
ccaggtccac
aggtcatgtc
gcagggccag
tgtcectegac
cgacgtacac
gcggetegge
gcaggtageg
ggacggtgag
gcgggggcac
cgegegttgt
tactccgegg
ggcacgggec
aagaatccgg
tgcgggccegt

gegtecggece

43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
445940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540
45600

45660



cgtggtgcge
ggatogtctg
cocgogeegtt
gggcggagge
tgatgacget
cggtgagceg
gggggacgtc
tectootggac
gcagacgcog
ggtaggcgaa
cgaggagccc
tecagtgeoctg
cgctgteggt
ctgecctececa
cctegtggtg

tccecogeege

cgggtccegg
gccggegatg
ccagogoate
cagttgeteg
ctggtggceg
gtegtcteoeg
gocgacgtteg
ctgttcgggg
cttgogetge
agocttgogy
gtogacgagg
gtcgaccagt
cgogacgaaqg
gtgcgtgatt
cggaatcgcc

ccgcaggcgg
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ccocgecgage
acgacgtcct
gtectoctega
gggtgggtga
gogaagaaca
tecetggegtg
gocgacgatcet
gagttgttcg
gggatcccca
agatccaccg
cgtteocacee
ccgogoagec
cccatcaacqg
cccttggega
cacgcccgea

gogttoteeg

cgaaggacge
cggtegggta
ccaccgcact
gcagcgegtg
tcagcaggat
ccgtgageag
ccocggagcag
tacgggtetg
gcaggtcocga
gooeggtetta
cogggoegeat
gcecggtgate
goccacocogto
cocctgggata
caccgcocggyg

cgtgct
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gaggatggect
gogeateggg
ccacgggacac
gcaggcgttg
catgoogtge
gacgctgatg
cgeottogate
catgooggtg
gatgacggtg
cggeegtgty
ggcectocace
cgcgecgtge
cggcactteg
cgtoagecact

gagttggacc

tcteococoggt
aactggtteca
tccecggege
acgagtacgt
agttegetgt
aggtegteee
cgtocogtoga
agcacgtgea
gtggggatgg
gcgagetggt
cgttecgggyg
gaattgatga
ccgogggocg
cggcgcaggt

ggaacggctc

45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560

46596
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REIVINDICACIONES

Forma de dosificacién farmacéutica para administracién oral que comprende una sangliferina como principio
activo en la que el principio activo de sangliferina esta protegido frente a degradacién acida proporcionando
una capa de recubrimiento entérico, siendo dicho recubrimiento entérico estable en el entorno acido del
estdbmago, y adaptado para liberar el principio activo en el entorno de pH superior del intestino delgado, y
en la que el principio activo de sangliferina se selecciona de

A. un compuesto de formula (X) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

en la que Ry representa un resto organico y Rz representa un grupo arilo o heteroarilo opcionalmente
sustituido; incluyendo cualquier tautdmero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el
que se forma un cetal mediante la combinacién del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;

B. un compuesto de férmula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

()]
en la que:
el resto X representa -OR1, -NR1R2 0 Rs;

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

y en la que uno o mas atomos de carbono de Ri, Rz y Rs que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo
estan opcionalmente sustituidos por un heterodtomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0,
1 60 2y enlaque uno o mas atomos de carbono de Ri, Rz y Rz estan opcionalmente sustituidos por
carbonilo;

o Ry y Rz estan unidos de tal manera que NR1R: representa un anillo heterociclico saturado o insaturado
que contiene el atomo de nitrégeno especificado y en la que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo
estan opcionalmente sustituidos por un heterodtomo adicional 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 dicho anillo estan opcionalmente

101



10

15

20

25

30

35

ES 2639918 T3

sustituidos por carbonilo y el anillo heterociclico puede estar opcionalmente condensado a un anillo arilo o
heteroarilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo Ri1, Rz y Rs pueden estar opcionalmente sustituidos
con uno o mas atomos de halégeno;

o Rj y/o Rz representa hidrégeno;
Ry representa H u OH,;

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace Rg representa
H;

R4, Rs, Rs, Rz y Rs representan independientemente H, F, ClI, Br, alquenilo o alquilo en la que uno o mas
atomos de carbono de dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo
seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o mas atomos de carbono de
dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar
opcionalmente sustituido con uno o0 mas atomos de halégeno;

X2, X3, X4, X5 y Xg representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos
grupos representa N el sustituyente unido esta ausente;

con la condiciéon de que cuando todos de R4, Rs, R7 y Rs representan H y todos de Xz, X3, X4, X5 y Xs
representan C, entonces Rs no puede representar OH, -O-alquilo u -O(CO)-alquilo;

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

C. compuesto 24 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

NHO Q
N O 0
NH
HO
F (24)

D. un compuesto de formula (Il) o (Ill) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(i
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{m
en la que:

R1, Rz, Rs, Rs y Rs representan independientemente H, F, Cl, Br, alquenilo Cz¢ 0 alquilo C1.10 en la que uno
0 mas atomos de carbono de dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por un heteroatomo
seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o mas atomos de carbono de
dicho grupo alquilo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el grupo alquilo puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de halégeno;

X1, X2, X3, Xa y Xs representan independientemente C o N, y en el caso en el que cualquiera de estos
grupos representa N el sustituyente unido esté ausente;

con la condiciéon de que cuando todos de Ri, Rs, Rs y Rs representan H y todos de Xj, Xz, X3, X4 y Xs
representan C, entonces Rz no puede representar OH;

incluyendo cualquier tautdmero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27,
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal
mediante la combinacién del ceto en C-53 y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;

E. un compuesto de férmula (IV) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

HO

(Iv)
en la que:
X representa CHz o CO
Ri1 y Rz representan independientemente hidrégeno; o un grupo alquilo o alquenilo que pueden estar
opcionalmente unidos 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 Ry y/o Rz estan opcionalmente sustituidos
por un heteroatomo seleccionado de O, N y S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno 0 méas
atomos de carbono de R; y/o Rz estan opcionalmente sustituidos por carbonilo; o uno de Ry y Rz representa
-alquilarilo, -alquenilarilo, -alquilheteroarilo o -alquenilheteroarilo y el otro representa H, alquilo o alquenilo;

incluyendo cualquier tautomero del mismo; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se
forma un cetal mediante la combinacién del ceto en C-53 y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol;

F. un compuesto de formula (V) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
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R3O

)
en la que:
Ri1 representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o
heteroarilo monociclico;
o Rj representa hidrégeno;
y en la que uno o mas atomos de carbono de Ri que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2
y en la que uno o mas atomos de carbono de Ry estan opcionalmente sustituidos por carbonilo;

siempre que Ry no represente metilo o -CHMey;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo Ri pueden estar opcionalmente sustituidos con uno
0 mas atomos de halégeno;

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

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa
H;y

m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace Rs representa
H;

x representa 0 6 1;
incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27,
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal

mediante la combinacién del ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;

G. un compuesto de formula (VI) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
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Rs0

(Vi)
en la que:
Ri representa alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo,
alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo, alquenilarilo o
alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo monociclico o
heteroarilo monociclico;
y en la que uno o mas atomos de carbono de Ri que no son parte de un grupo arilo o heteroarilo estan
opcionalmente sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2
salvo porque el atomo adyacente al grupo carbonilo al que esta unido R1 no es O ni N y en la que uno o
mas atomos de carbono de Ry estan opcionalmente sustituidos por carbonilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo Ri pueden estar opcionalmente sustituidos con uno
0 mas atomos de halégeno;

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

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa
Hyy

m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace Rs representa
H;

x representa 0 6 1;
incluyendo cualquier tautdmero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27,
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal

mediante la combinacién del ceto en C-53 (si esta presente) y el grupo hidroxilo en C-15 y metanol;

H. un compuesto de féormula (VII) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

(Vi)
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en la que:

Ri1 y R2 representan independientemente alquilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, alquilcicloalquilo,
alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo, alquenilcicloalquenilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo, alquilheteroarilo,
alquenilarilo o alquenilheteroarilo, cualquiera de tales grupos puede estar opcionalmente sustituido con arilo
monociclico o heteroarilo monociclico;

o R representa hidrégeno; y en la que uno o mas atomos de carbono de R1 y/o Rz que no son parte de un
grupo arilo o heteroarilo estdn opcionalmente sustituidos por un heterodtomo seleccionado de O, N y S(O),
en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que uno o0 mas atomos de carbono de R1 y/o Rz estan opcionalmente
sustituidos por carbonilo;

o R1 y Rz estan unidos para formar un anillo heterociclico saturado o insaturado que contiene el d&tomo de
nitrbgeno mostrado y en la que uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan opcionalmente
sustituidos por un heteroatomo seleccionado de O, Ny S(O), en el que p representa 0, 1 6 2 y en la que
uno o mas atomos de carbono de dicho anillo estan opcionalmente sustituidos por carbonilo y el anillo
heterociclico puede estar opcionalmente condensado a un anillo arilo o heteroarilo;

y en la que uno o mas atomos de carbono de un grupo Ri y/o Rz pueden estar opcionalmente sustituidos
con uno o mas atomos de halégeno;

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

n representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando n representa un doble enlace R4 representa
H;y

m representa un enlace sencillo o doble, salvo porque cuando m representa un doble enlace Rs representa
H;

x representa 0 6 1;

incluyendo cualquier tautémero del mismo; o un isémero del mismo en el que el enlace C=C, C26, 27,
mostrado como trans es cis; e incluyendo un aducto de metanol del mismo en el que se forma un cetal
mediante la combinacién del ceto en C-53 (si esta presente) y los grupos hidroxilo en C-15 y metanol.

Forma de dosificacion farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que el principio activo esta particulado y
el recubrimiento entérico se aplica a las particulas de principio activo.

Forma de dosificacion farmacéutica segin la reivindicacién 1, en la que el principio activo esta en forma de
un granulado, y el recubrimiento entérico se aplica a los granulos de principio activo.

Forma de dosificacion farmacéutica segun la reivindicacién 1, en la que el principio activo se recubre sobre
una perla y el recubrimiento entérico se aplica a la perla recubierta.

Forma de dosificacion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el principio activo esta contenido
dentro de una cépsula, estando dicha capsula dotada de un recubrimiento entérico.

Forma de dosificacion farmacéutica segin la reivindicacion 1, en la que el principio activo esta contenido
dentro de un comprimido, estando dicho comprimido dotado de un recubrimiento entérico.

Forma de dosificaciéon farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el
tratamiento de infecciones virales, especialmente infecciones por virus de ARN, tales como infeccién por
VHC o VIH, o para su uso como agente antiinflamatorio o para la profilaxis de rechazo de trasplante de
6rgano, mediante administracion oral.
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—&—Capsulas con recubrimiento

—a—Capsulas sin recubrimiento

<

pH 1,0
HCI 0,1 M

D

tampon fosfato, pH 6,8
+ Tween 80 al 2%

80

L

100 120 140

Tiempo (min)

FIG. 2
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